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Resumen y Abstract XIII 
Resumen 
Las minas constituyen ecosistemas complejos caracterizados por la presencia de una gran 
diversidad de microorganismos que cumplen importantes funciones en los ciclos 
biogeoquímicos y poseen gran potencial biotecnológico. A partir de muestras colectadas 
en efluentes con pH circum-neutro provenientes de la mina de oro El Zancudo, ubicada en 
Antioquia, se logró el aislamiento de bacterias quimiolitoautótrofas acidófilas con 
capacidad de tolerar altas concentraciones de arsénico en el medio de cultivo. Así mismo, 
estas cepas mostraron capacidad de adaptarse a cultivos con incrementos progresivos de 
arsenopirita en concentraciones de pulpa hasta del 10 %. Con este grupo de cepas se 
estableció un consorcio conformado por una cepa de Acidithiobacillus ferrianus (IBUN 
Ppt12) y una cepa de Acidithiobacillus sp. (IBUN Pt1247-S3) en proporción 1:1, que 
demostraron la lixiviación de hierro y arsénico durante la biooxidación de arsenopirita a 
30 °C. Durante el proceso de adaptación a incrementos sucesivos en el mineral se obtuvo 
el RNA total de las células planctónicas en tres condiciones diferentes y tras secuenciación 
del transcriptoma por RNA-Seq se obtuvo un perfil transcripcional del consorcio para cada 
condición. El análisis de expresión diferencial confirmó la regulación de genes asociados 
con los operones ars presentes por duplicado en ambas cepas. Se pudo establecer la 
inducción de genes relacionados con transporte de moléculas a través de membrana, 
mecanismos de respuesta al estrés, acumulación de polifosfatos inorgánicos y procesos 
de biooxidación; así como también, la represión de varios genes asociados con movilidad. 
Este proyecto constituye la primera investigación de transcriptómica con cepas acidófilas 
nativas y proporciona evidencia sobre la respuesta genética ocurrida durante la 
biooxidación de arsenopirita, un avance importante en el estudio y aplicación de la 
biominería en Colombia.   
Palabras clave: Acidithiobacillus sp., Cepas nativas, Biooxidación, Arsenopirita, 
Transcriptómica 
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Mines represent particular environments where several microorganisms fulfill crucial roles 
in the biogeochemical cycles and are a very interesting biotechnological source. 
Circumneutral effluents emanating from the Colombian gold mine El Zancudo led to isolate 
acidophilic chemolithoautotrophic bacterial strains. The indigenous strains were screened 
to obtain pure cultures of bacteria having resistance to high arsenic concentrations. Some 
of the strains exhibiting relatively good resistance to arsenite and were able to catalyze 
arsenopyrite oxidation through adaptation by successive increasing pulp concentrations 
cultures. A defined bacterial consortium was prepared in a ratio 1:1 with the iron oxidizing 
strain Acidithiobacillus ferrianus (IBUN Ppt12) and the sulfur oxidizing Acidithiobacillus sp. 
(IBUN Pt1247 S3), this consortium showed iron and arsenic lixiviation while growing on 
refractory ore composed mainly by arsenopyrite with a pulp density up to 10 % at 30 °C. In 
the course of the adaptation to increasing pulp concentrations in medium, it was extracted 
the total RNA from the consortium, getting samples of three different conditions, upon the 
arsenopyrite concentration. The transcriptomic profile and differential expression analysis 
confirmed that both strains harbor two copies of the ars operon. Several genes encoding 
for transmembrane ion transport proteins, stress response mechanisms, accumulation of 
inorganic polyphosphates and electron transport proteins have been identified as induced 
during adaptation whilst RNA transcripts related to motility suggested some kind of 
repression. This thesis makes up the first transcriptomic research of indigenous strains and 
also provides highlights of the genetic response during the biooxidation of arsenopyrite, 
becoming an important breakthrough for the biomining research in Colombia.  
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Algunas menas refractarias se caracterizan por la ocurrencia de minerales como la pirita y 
la arsenopirita con presencia de inclusiones de partículas de oro, que no es fácilmente 
recuperable empleando técnicas físicas y químicas convencionales (Gahan et al., 2012). 
Sin embargo, la explotación de menas de alto tenor a lo largo de la historia ha llevado a su 
agotamiento y por ende los minerales refractarios empiezan a considerarse como una 
fuente alternativa para la obtención de este importante metal precioso (Karthikeyan et al., 
2015). En el caso de Colombia, existen numerosas minas de oro que explotan minerales 
refractarios, una de estas se encuentra ubicada en el municipio de Titiribí, en las cuales se 
presentan bajas eficiencias en la recuperación de metales preciosos, además de ser 
causantes de impactos ambientales considerables (Arroyave, 2008). 
  
Uno de los pretratamientos empleados para solubilizar la matriz mineral que encapsula al 
oro y facilitar su posterior lixiviación, es la biooxidación, una biotecnología que aprovecha 
la capacidad de los microorganismos para oxidar sulfuros metálicos, la cual ha sido 
empleada durante décadas. Además de ser una tecnología más favorable ambientalmente 
y demandar pocos requerimientos energéticos, representa para los empresarios mineros 
costos relativamente equivalentes a los invertidos en procesos convencionales como la 
tostación o la oxidación a presión, entre otras (Watling, 2016).  
 
Los procesos de biooxidación aplicados a minerales refractarios a escala industrial fueron 
empleados por primera vez en Fairview (Sudáfrica) en 1986 para un concentrado de oro 
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refractario (van Aswegen et al., 2007). La biooxidación de menas refractarias de oro 
constituidas por pirita-arsenopirita en reactores de tanque agitado o en pilas, usando 
bacterias nativas como pretratamiento al proceso de extracción de oro por cianuración, ha 
demostrado ser económicamente factible y una alternativa competitiva a los procesos 
tradicionales de tostación y oxidación a presión (Gahan et al., 2012; Brierley, 2016).  
 
En la actualidad, la biooxidación es exitosamente empleada, a escala comercial, en países 
como Brasil, Perú, Australia, Ghana, Rusia, Sudáfrica y China (Karthikeyan et al., 2015). 
Se estima que la contribución de la biolixiviación/biooxidación es de aproximadamente el 
20 y 5 % de la producción total del mundo de cobre y oro, respectivamente. (Schippers et 
al., 2014). La posibilidad de optimizar y hacer más atractiva esta tecnología se basa en 
tres frentes de mejora, optimización de los consorcios de microorganismos, control de las 
condiciones químicas para favorecer la fisiología y el metabolismo de las bacterias.  
 
Recientemente los procesos de biooxidación industrial para la obtención de oro en 
biorreactores han mostrado reducción en los costos de pretratamiento de las menas, ya 
que incorporan condiciones de control ambiental y el oro puede estar total o parcialmente 
asociado a óxidos de hierro relativamente más porosos haciendo más eficiente el proceso 
de cianuración desde un 15-30 % hasta valores entre 85 y 95 % de recuperación (Hol et 
al., 2011; Gahan et al., 2012). Uno de los casos más exitosos en la industria está patentado 
bajo la marca BIOXTM, que emplea un inóculo inicial de Acidithiobacillus ferrooxidans, A. 
thiooxidans y Leptospirillum ferrooxidans para la biooxidación de minerales refractarios 
(van Aswegen et al., 2007), aunque el uso de microorganismos aislados de la misma región 
de donde proviene el mineral, también ha mostrado resultados satisfactorios (Ly y van 
Niekerk, 2006). 
 
Durante las últimas tres décadas, las investigaciones en biominería han enfocado sus 
esfuerzos para sobrellevar otras dificultades del proceso como la heterogeneidad y 
complejidad de las menas minerales, el escalamiento de los procesos o la remoción de 
subproductos de la biooxidación que pueden afectar la cianuración, con el objetivo de 
hacer del proceso biotecnológico una alternativa más atractiva para la industria minera 




En Colombia esta tecnología es poco conocida, aunque en el campo investigativo se 
destacan los trabajos desarrollados por el Grupo de mineralogía aplicada y bioprocesos de 
la Universidad Nacional de Colombia que, en colaboración con algunas empresas han 
permitido describir el proceso de biooxidación de menas refractarias con cepas 
comerciales (Arroyave et al., 2010), sin embargo, actualmente esta tecnología no es 
aplicada a escala comercial en la industria minera nacional. 
 
Con la expansión de las tecnologías ómicas y su aplicación en investigaciones de 
biominería, han sido elucidados algunos aspectos antes desconocidos sobre el 
metabolismo de bacterias utilizadas en biohidrometalurgía (Cárdenas et al., 2016). Así 
mismo, mediante estudios metagenómicos y proteómicos se han logrado describir otros 
fenómenos importantes para el proceso, como lo son los mecanismos de interacción 
bacteria-mineral (quimiotaxis, quorum sensing, adhesión, formación de biofilm), y las 
respuestas adaptativas utilizadas por los microorganismos para sobrevivir en las 
condiciones ambientales adversas propias de este proceso (Valenzuela et al., 2006).  
 
Publicaciones en los últimos 5 años dan cuenta del incremento en las secuencias de 
genomas completos de las principales bacterias de la biominería (Watling, 2016), lo que 
proporciona cada vez más información disponible en bases de datos para describir la 
manera en que la biooxidación se lleva a cabo y cómo está regulada a nivel molecular 
(Travisany et al., 2014; Martínez et al., 2015). En esta forma, Acosta et al. (2015), 
emplearon el metatranscriptoma de comunidades biolixiviadoras de calcopirita para la 
identificación de los genes de Sulfobacillus spp. relacionados con la oxidación de hierro.  
 
Más recientemente, con datos obtenidos a partir de RNA-Seq también ha sido posible la 
reconstrucción metabólica del metabolismo de compuestos inorgánicos de azufre en A. 
ferrivorans (Christel et al., 2016) y A. ferriphilus (Fan et al., 2018), se han establecido los 
genes expresados de forma diferencial por efecto del magnesio sobre A. ferrooxidans 
(Tang et al., 2018) y se ha estudiado un metatranscriptoma durante la biolixiviación de 
calcopirita (Ma et al. 2019). No obstante, a la fecha no hay estudios que describan y 
caractericen los mecanismos implicados en la biooxidación de arsenopirita, a través de 




Es importante y urgente la implementación de alternativas biotecnológicas en la industria 
minera nacional, de forma que se puedan recuperar valores metálicos sin generar los 
impactos ambientales de los procesos físico-químicos. Pero el desarrollo de estas 
aplicaciones requiere del estudio y caracterización de los microorganismos utilizados, ya 
que de esta forma es posible entender de una manera más profunda la bioquímica y 
biología molecular detrás del proceso y de esta manera proponer estrategias para el 
mejoramiento de la biooxidación de minerales refractarios que permitan lograr porcentajes 
de recuperación de metal cercanos al 90%.  
 
Dado el potencial de biodiversidad en Colombia hemos desarrollado una metodología de 
bioprospección mediante presión selectiva con arsénico, con el objetivo de aislar bacterias 
acidófilas en la mina de oro El Zancudo, que mostraron potencial para el proceso de 
biooxidación de menas refractarias ricas en arsenopirita. 
 
Tras la identificación de las cepas, se evaluaron diferentes combinaciones en cultivos 
mixtos y se definió un consorcio conformado por bacterias del género Acidithiobacillus sp. 
con el objetivo de definir las condiciones adecuadas de crecimiento y adaptación al mineral 
que permitiera establecer si se inducia la expresión de genes en respuesta al incremento 
de arsénico en el medio de cultivo durante la biooxidación.  
 
Finalmente, mediante RNA-Seq fue posible identificar los principales genes expresados 
diferencialmente durante el proceso de adaptación al mineral por parte del consorcio 
formulado en el presente estudio. El análisis del transcriptoma en tres condiciones 
diferentes de concentración de pulpa ofrece información novedosa para identificar algunos 
de los genes implicados en la tolerancia al arsénico durante la oxidación de sulfuros y se 
constituye en un estudio potencial que permitirá establecer múltiples factores asociados 
con condiciones cambiantes durante la oxidación de arsenopirita, dentro de las que se 
incluyen incremento de la concentración de donadores de electrones en solución, 
interacción entre las cepas y fijación a la superficie del mineral, entre otros. 
 
 
1. Extracción de metales a partir de 
minerales refractarios utilizando 
bacterias acidófilas (Estado del arte) 
1.1 Extracción de oro en minerales refractarios  
 
El oro es un metal precioso empleado por la humanidad desde tiempos remotos, debido a 
su inigualable estabilidad frente a cualquier condición atmosférica, por lo cual es utilizado 
no sólo en artículos de lujo, sino en múltiples aplicaciones técnicas y tecnológicas. Se 
encuentra en la naturaleza como oro nativo, aleado, en compuestos o en solución sólida, 
principalmente en sulfuros (frecuentemente denominado como “oro invisible”) (Marsden y 
House, 2006).  
 
De acuerdo a la mineralogía y a las técnicas de procesamiento, generalmente las menas 
de oro se clasifican como de alto tenor y refractarias, constituidas en su mayoría por los 
minerales de sulfuro pirita (FeS2) y arsenopirita (FeAsS) (Karthikeyan et al., 2015). Debido 
al agotamiento de las menas de alto tenor por la demanda de los últimos años (>4,000 
toneladas anuales), la extracción a partir de menas refractarias ha recibido una atención 
considerable (Gahan et al., 2012; Kaksonen et al., 2014).  
 
La refractariedad de los minerales auríferos puede ser distinguida por su naturaleza física 
y/o química. En el caso de las menas con refractariedad física, se caracterizan porque el 
oro se encuentra encapsulado por minerales de sulfuro y gangas silíceas, que dificultan su 
extracción por el método de lixiviación con cianuro <cianuración> (Karthikeyan et al., 2015). 
Es por eso que cada depósito puede presentar un tipo especial de refractariedad, que 
depende de los minerales asociados, sus texturas y tamaño, tamaño de los granos de oro, 
6 Identificación de genes expresados diferencialmente durante la biooxidación de arsenopirita, por un consorcio de 
microorganismos aislados en una mina de Antioquia 
 
etc. Por esta razón, es importante realizar una buena caracterización mineralógica para 
definir las mejores condiciones de pretratamiento del sulfuro (Márquez et al., 2006). 
 
La cianuración es el método más empleado desde hace más de cien años para la 
extracción de oro. Este proceso se realiza en tanques, columnas o pilas, usando soluciones 
diluidas de NaCN o KCN (menores de 0.3 %) en ambiente básico (Gentina y Acevedo, 
2005; Deschênes, 2016). 
 
 La reacción global del proceso se describe en la ecuación 1. 
                                        [1] 
 
Este proceso convencional utiliza oxígeno (suministrado por burbujeo constante de aire) 
actuando como oxidante y el ion cianuro como agente acomplejante. Este método se basa 
en que el oro y la plata se disuelven fácilmente en una solución acuosa diluida. Existen 
otros agentes, como el cloruro, el bromuro o el tiosulfato, pero los complejos que se 
obtienen son menos estables y es por eso que se necesitan condiciones y oxidantes más 
fuertes que estos para disolver el oro. El oro y plata contenidos en soluciones de cianuro 
son reprecipitados empleando polvo de zinc o carbón activado. Después el oro se somete 
al proceso de desorción en volúmenes alcalinos alcohólicos, formando un electrolito rico 
en oro el cual pasa a electrodeposición (Deschênes, 2016).  
 
El proceso de cianuración presenta dificultades en la extracción de oro de los minerales 
refractarios, donde su recuperación resulta muchas veces menor del 30%. La 
refractariedad en estos minerales y sus concentrados se debe principalmente a la 
naturaleza compleja de la forma en que se aloja el metal en el mineral, el efecto de los 
minerales acompañantes sobre las reacciones que ocurren en la lixiviación con cianuro y 
las características de la ganga (Karthikeyan et al., 2015). 
 
Para que la cianuración sea eficiente en estos minerales con refractariedad física, se hace 
necesaria la aplicación de pretratamientos que conlleven a la oxidación de la matriz 
mineral, de esta forma se da la liberación del oro y así el metal puede ser atacado en el 
proceso de lixiviación con cianuro (Rawlings, 2002). Para aumentar la oxidación de los 
sulfuros, es necesario emplear sustancias oxidantes como oxígeno, HCl y HNO3, así como 
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también aumentar la temperatura y/o la presión del sistema (Carrillo-Pedroza et al., 2012; 
Ciftci y Akcil, 2013). 
 
Si bien los procesos metalúrgicos tradicionales como la tostación o la oxidación a presión 
son altamente eficientes, la biooxidación con microorganismos es una alternativa que 
ofrece resultados promisorios en rendimiento, costos y ventajas en cuanto a un menor 
impacto ambiental, como pretratamiento de los minerales antes de ser sometidos a 
cianuración (van Aswegen et al., 2007; Gahan et al., 2012; Brierley, 2016). 
 
1.2 Biooxidación de sulfuros 
 
La utilización de microorganismos específicos en procesos biotecnológicos con el fin de 
lixiviar, disolver o extraer metales de valor (oro, cobre, uranio, zinc, níquel y cobalto, entre 
otros) contenidos en minerales o productos residuales de la actividad minera, se conoce 
como biohidrometalurgia. Gahan et al. (2012), definen a esta rama de la hidrometalurgia 
como el uso de microorganismos para generar oxidantes químicos del tipo iones férricos y 
ácido sulfúrico. 
 
Los dos procesos más estudiados en biohidrometalurgia son la biolixiviación y la 
biooxidación, los cuales han sido implementados con éxito en la industria minera mundial 
(Brierley, 2016). El producto final de la biolixiviación es una solución ácida que contiene el 
metal en forma soluble, mientras que en la biooxidación, el elemento a recuperar no puede 
ser solubilizado por los microorganismos, pero su acción permite la liberación del metal 
contenido en el mineral y beneficia la recuperación del mismo (Rawlings, 2002; Dresher, 
2004).  
 
La biooxidación es usada en menas refractarias, en las cuales la actividad de bacterias 
específicas, con capacidad de oxidar sulfuros, genera la degradación de la matriz mineral 
en la que está ocluido el metal de interés y se emplea principalmente para el mejoramiento 
de la extracción de oro (Schippers et al., 2014). Los sulfuros presentan susceptibilidades 
diferentes a la oxidación biológica, ya que los minerales con estructuras cristalinas 
pobremente ordenadas oxidan más velozmente; por ejemplo, la arsenopirita, que contiene 
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arsénico oxida más rápidamente que la pirita, debido a que el enlace As-S es más débil 
que el Fe-S (Marsden y House, 2006). 
 
A mediados de los 80s, la biooxidación empezó a ser utilizada en reactores agitados, como 
pretratamiento para la obtención de oro en menas de bajo tenor, representando cerca de 
un 3.3% de la producción total en el mundo para el año 2010, y varios de los proyectos 
actualmente en desarrollo tienen por objeto la producción de 26 t de oro en los próximos 
años (Schippers et al., 2014). 
 
Una de las grandes ventajas que tiene la biooxidación es el ataque selectivo de los sulfuros 
por parte de las bacterias, sin destruir completamente la matriz de silicatos y 
produciéndose en cualquier tipo de irregularidad o imperfección en los cristales, 
disolviendo la pirita y la arsenopirita asociadas con los granos de “oro invisible”, lo que 
permite la extracción del metal por cianuración (Johnson, 2008; Kaksonen et al., 2014). 
 
La viabilidad de la biooxidación a escala industrial ha sido posible debido que ésta es una 
tecnología ambientalmente sostenible, que reduce significativamente las emisiones de 
gases tóxicos (ej. dióxido de sulfuro, trióxido de arsénico), además de ser conveniente para 
la explotación y beneficio de menas complejas (polimetálicas) y de bajo tenor. Los bajos 
costos de esta tecnología se derivan principalmente de la posibilidad de implementar los 
sistemas de biorreactores en locaciones circundantes a los sitios de extracción (Figura 1), 
reduce en forma considerable las necesidades de solventes en forma de solución de 
sulfato férrico, y para su operación los requerimientos energéticos (temperaturas y 
presiones altas) son muy inferiores a los necesarios para las otras dos alternativas que son 
la calcinación y la oxidación con presión (Gahan et al., 2012; Johnson, 2014).  
 
Dentro de los principales desafíos para el mejoramiento de los procesos de biooxidación, 
se pueden resaltar la complejidad y heterogeneidad de los minerales, la formación de 
capas de pasivación sobre la mena y la duración relativamente prolongada del bioproceso 
(Karthikeyan et al., 2015). 




Figura 1. Planta de recuperación de oro Kokpatas en Uzbekistán. El proceso de biooxidación de mineral 
refractario es realizado en tanques agitados de 900 m3 utilizando la tecnología Biox®, con una capacidad 
promedio de 2138 t/día de concentrado. Tomadas de Brierley (2016) y Engineering Dobersek (2019).  
 
1.3 Microbiología y bioquímica del proceso de 
biooxidación de sulfuros 
Los microorganismos empleados en procesos de biominería son bacterias acidófilas 
mesófilas o termófilas que crecen naturalmente en las menas y drenajes de mina, 
aprovechando una variedad de mecanismos metabólicos que les permiten la utilización de 
minerales como fuente de energía, siendo que generalmente son bacterias 
quimiolitoautótrofas que oxidan hierro y compuestos reducidos de azufre (RISCs). Para 
fines de manipulación y uso industrial son muy eficientes y económicas, ya que aquellas 
especies dominantes en los biorreactores son las mismas que utilizan con mayor eficiencia 
el mineral refractario (Rawlings y Johnson, 2007; Watling, 2016).  
La primera bacteria identificada capaz de lixiviar fue Acidithiobacillus ferrooxidans, en el 
año 1947, cuando se descubrió que era la responsable del gran deterioro que sufrían los 
equipos metálicos en las instalaciones de una mina española. Años más tarde se encontró 
la misma bacteria en drenajes ácidos de minas de carbón a cielo abierto (Kelly y Wood, 
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2014). Aunque las recientes investigaciones de diversidad microbiana empleando 
metagenómica, muestran una vasta diversidad de bacterias y archaeas en ambientes 
propios de las minas, así como en pilas de lixiviación, los procesos industriales hacen 
aprovechamiento y utilización de un reducido grupo de bacterias ya conocidas, fácilmente 
cultivables y caracterizadas fisiológica y bioquímicamente (Johnson, 2014). 
La capacidad de los microorganismos para oxidar minerales sulfurados depende de la 
utilización de compuestos inorgánicos reducidos (ej. Fe+2, S2- o S0) como donadores de 
electrones, en presencia de oxígeno como aceptor (Schippers, et al. 2010; Watling, 2016). 
Hasta el momento no hay evidencia de que se presente una transferencia de electrones 
vía enzimática, ni a través de nanocables, además no se ha demostrado la unión entre las 
células y la superficie del mineral, por lo cual parece no existir un mecanismo de oxidación 
o lixiviación directo, como se había propuesto inicialmente (Schippers et al., 2014). Sin 
embargo, la capacidad de los microorganismos para producir exopolisacáridos (EPS) por 
medio de los cuales pueden adherirse a los minerales, es el criterio actual para diferenciar 
los procesos de biolixiviación desde el punto de vista de la condición física, en lixiviación 
por contacto, o lixiviación sin contacto, cuando las células se encuentran en estado 
planctónico (Schippers et al., 2014).  
Aunque los microorganismos se encuentren en forma libre o unidos a través de EPS a la 
superficie del mineral, el mecanismo más probable de oxidación de los sulfuros metálicos 
se lleva a cabo por acción del hierro férrico (Fe3+), producto tras la oxidación microbiana 
del hierro ferroso (Fe2+), el cual actúa como un fuerte oxidante en condiciones óxicas y 
ácidas, capaz de aumentar la velocidad de oxidación del mineral (Sand et al., 2001). 
Desde el punto de vista geoquímico la oxidación de sulfuros metálicos se puede describir 
por el mecanismo del tiosulfato o por el mecanismo de los polisulfuros (Figura 2). En ambas 
reacciones, la formación de compuestos intermediarios de azufre depende de la 
mineralogía del sulfuro metálico y de las condiciones ambientales, principalmente el pH y 
la presencia de diferentes oxidantes (Schippers et al., 2014). El rol de los microorganismos 
es fundamental en la oxidación de estos compuestos intermediarios que se liberan durante 
la disolución química del mineral. 
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Figura 2. Esquema de las dos vías de oxidación de los sulfuros metálicos (MS). Las líneas discontinuas 
indican la presencia de compuestos intermediarios de azufre. Las abreviaturas Tf, Lf y Tt hacen referencia a 
los microorganismos modelo Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum ferrooxidans y Acidithiobacillus 
thiooxidans, respectivamente. Tomada de Schippers et al. (2014). 
 
Por la vía del tiosulfato se oxidan minerales como la pirita, en la cual los iones Fe3+ oxidan 
el anión disulfuro -S2- mediante la transferencia sucesiva de seis electrones, rompiendo los 
enlaces del azufre con el hierro. El tiosulfato es el primer compuesto intermediario de 
azufre producido (ecuación 2). Posteriormente los iones Fe3+ oxidan este tiosulfato a 
tetrationato, el cual es hidrolizado a ácido sulfano-monosulfonico (HS3O3-) y sulfato 
(ecuación 3). Los aniones de azufre y S°, generados a partir de los altamente reactivos 
ácidos sulfónicos, son utilizados como donadores de electrones por los microorganismos 
(Dopson y Johnson, 2012; Schippers et al., 2014). 
           [2] 
    [3] 
Los minerales ligeramente solubles en ácido como la esfalerita, galena, arsenopirita o 
calcopirita, pueden ser hidrolizados por la acción de protones en presencia de un oxidante 
como el Fe3+ y se oxidan por medio de la vía de los polisulfuros. La ruptura del enlace 
metal-azufre, a pH ácido, ocasiona la liberación de cationes inestables de sulfuro (H2S+), 
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ecuación 4; los cuales son oxidados por los iones Fe3+, principalmente a azufre elemental, 
ecuación 5 (Schippers et al., 2014). Aunque el azufre es químicamente inerte, puede ser 
oxidado por acción microbiana a ácido sulfúrico, ecuación 6 (Sand et al., 2001). 
 
      [4] 
                [5] 
                     [6] 
 
Un modelo de oxidación de la arsenopirita por parte de A. ferrooxidans fue descrito por 
Fernández et al. (1995), según el cual el crecimiento de la bacteria sobre la superficie del 
mineral genera la disolución preferencial de As3+, Fe2+ y azufre elemental, ecuación 7. Este 
azufre se acumula como agregados y cristales sobre la superficie del mineral y es 
posteriormente oxidado por actividad microbiana a sulfato, según se observa en la 
ecuación 8 (Ospina et al., 2011; Drewniak y Sklodowska, 2013). 
 
      [7] 
                           [8] 
 
El efecto de disolución del mineral según Corkhill y Vaughan (2009) es producido por 
acción de los iones Fe3+ producidos en los EPS por parte del microorganismo, y el arsénico 
que se disuelve en la forma de As3+ en solución ácida da origen al ácido arsenoso, como 
se observa en la ecuación 9.  
         [9] 
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Finalmente, la alta concentración de iones Fe3+ producto de la actividad biológica y la rápida 
oxidación química del As3+ a As5+, resulta en la generación de arseniatos férricos amorfos 
(Corkhill y Vaughan, 2009) (ecuación 10). 
             [10] 
Debido a las extremas condiciones fisicoquímicas en las que se opera industrialmente para 
obtener una biooxidación eficiente de los minerales refractarios, acidez, altas 
concentraciones de metales tóxicos y metaloides, y un potencial redox elevado (Eh>750 
mV), el número de microorganismos que desempeñan un papel específico en este 
bioproceso es limitado (Johnson, 2008). Actualmente, junto con Acidithiobacillus 
ferrooxidans, las bacterias mesófilas Acidithiobacillus thiooxidans y Leptospirillum 
ferrooxidans son los microorganismos más extensivamente usados en la 
biohidrometalurgia (Brierley, 2016). En la Tabla 1 se relacionan las principales especies 
empleadas por la industria de la biominería.  
Se ha evaluado la eficiencia de los cultivos puros y mixtos en la oxidación bacteriana de 
sulfuros, mostrando las ventajas de los cultivos mixtos y la complejidad de las interacciones 
entre las especies (Rawlings y Johnson, 2007). La cinética de la reacción en el proceso de 
biooxidación de sulfuros es más rápida en cultivos mixtos que en cultivos puros 
(Karthikeyan et al., 2015), razón por la cual los procesos a escala industrial emplean 
cultivos mixtos para la extracción de metales. 
Aunque la mayoría de estudios de biooxidación empezaron con microorganismos 
mesófilos, la identificación de termófilos moderados e hipertermófilos ha incrementado el 
interés por estas bacterias y arqueas. A escala de laboratorio se ha demostrado la ventaja 
que ofrece el uso de microorganismos termófilos moderados del género Sulfobacillus spp., 
y la especie Acithiobacillus caldus para la biooxidación de minerales refractarios (Qin et 
al., 2013; Tsaplina et al., 2014; Tanaka et al., 2015). Así mismo, en procesos a escala 
industrial se han implementado procesos de biooxidación a temperaturas entre 40 y 45 °C 
(van Aswegen et al., 2007). 
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Tabla 1. Clasificación de principales microorganismos empleados para la biolixiviación/biooxidación de 
metales.  
Fisiología Especie Función 
biológica 
Mesófilos 
Acidithiobacillus ferrooxidans* Oxida Fe2+ y S0 
Acidithiobacillus thiooxidans Oxida S0 
Leptospirillum ferriphilum Oxida Fe2+ 
Leptospirillum ferrooxidans Oxida Fe2+ 
Ferroplasma acidiphilum Oxida Fe2+ 
Alicyclobacillus tolerans Oxida Fe2+ y S0 
Termófilos 
moderados 
Sulfobacillus thermosulfidooxidans Oxida Fe2+ y S0 
Sulfobacillus acidophilus Oxida S0 
Sulfobacillus sibiricus Oxida Fe2+ y S0 
Acidithiobacillus caldus Oxida S0 
Acidimicrobium ferrooxidans Oxida Fe2+ 
Termófilos 
extremos 
Sulfolobus acidocaldaricus Oxida Fe2+ y S0 
Sulfolobus metallicus Oxida Fe2+ y S0 
Acidianus brierleyi Oxida Fe2+ y S0 
*En los últimos años han sido descritas nuevas especies de bacterias con metabolismo y fisiología similar 
que anteriormente fueron catalogadas dentro de esta especie (A. ferridurans, A. ferriphilus, A. ferrianus) 
(Nuñez et al., 2017; Norris et al., 2020). 
Al emplear condiciones termófilas en procesos de biooxidación de minerales refractarios, 
se pueden lograr mayores tasas de oxidación, lo que se traduce en menor tamaño de los 
reactores y costos operacionales más favorables, además de que se reducen los 
requerimientos de enfriamiento del sistema debido a que la oxidación de sulfuros es una 
reacción exotérmica (van Aswegen et al., 2007; Brierley, 2016). Por otra parte, los 
consorcios microbianos termófilos muestran mayor tolerancia a concentraciones altas de 
metales pesados, en comparación con las bacterias mesófilas comúnmente utilizadas y al 
realizar el proceso sobre los 45 °C, se reduce la pasivación de los minerales tratados 
(Donati et al., 2016). 
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1.4 Tolerancia al arsénico en las bacterias oxidantes de 
sulfuros 
La posibilidad de emplear la biooxidación en reactores agitados, como alternativa 
promisoria para el pretratamiento de minerales refractarios, depende en mayor medida de 
proporcionar a los microorganismos empleados, condiciones estables que garanticen las 
mejores cinéticas de crecimiento y de oxidación de Fe2+ (Watling, 2016). Los factores que 
más incidencia pueden tener son el pH ácido (menor a 2.5), la temperatura específica para 
el consorcio microbiano, concentración de oxígeno disuelto, el potencial de oxidación, la 
densidad de la pulpa y la acumulación de compuestos potencialmente tóxicos en solución, 
entre otros (Mahmoud et al., 2016).  
Las bacterias acidófilas son descritas como tolerantes a metales debido a la utilización de 
mecanismos pasivos intrínsecos y sistemas activos que han desarrollado en sus hábitats 
extremos. Dentro de los mecanismos pasivos se destacan la generación de sulfatos que 
reducen la reactividad de los iones metálicos y un alto potencial de membrana positivo que 
evita la entrada de cationes al interior de la célula; como sistemas activos se han descrito 
abundantes bombas de extrusión dependientes de ATP o la síntesis de enzimas capaces 
de transformar algunos iones metálicos a sus formas menos tóxicas (Dopson y Holmes, 
2014).   
Durante los tratamientos de biooxidación grandes cantidades de arsénico (As3+ y As5+) son 
generadas en los biorreactores por la disolución de la arsenopirita u otros minerales con 
arsénico (ej. tetraedrita-tenantita, oropimente, etc.), alcanzando concentraciones hasta de 
12 g.L-1 de arsenato y/o 6 g.L-1 de arsenito en los tanques de biooxidación (174 mM de 
arsénico total en solución) (Tuffin et al., 2005), ocasionando una alta toxicidad sobre las 
células. Por esta razón, una alta tolerancia al arsénico soluble es fundamental para los 
microorganismos empleados en biooxidación de minerales, con el fin de asegurar alta 
eficiencia de oxidación y recuperación de metales en los lixiviados. 
La disminución de la actividad microbiana es ocasionada debido a que el ión arsenito se 
une fuertemente a los grupos sulfhidrilo de las proteínas y disminuye el glutatión 
intracelular, provocando la presencia de especies reactivas del oxígeno en el citosol; el 
arsenato por su parte, interfiere en la formación de ATP por la formación de un complejo 
ADP-arsénico inestable (Dhuldhaj et al., 2013; Pandey et al., 2015). Debido a la mayor 
toxicidad del As3+ en comparación con el As5+, algunos microorganismos acidófilos pueden 
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mantener su viabilidad por medio de la extrusión transmembranal del arsenito con sistemas 
activos o mediante su oxidación enzimática (Ehrlich et al., 2015; Pandey et al., 2015) 
debido a que, por su condición de metaloide, el potencial de membrana no es un 
mecanismo que proteja a la célula de su intrusión (Dopson y Holmes, 2014).   
Es así que la prospección de bacterias oxidantes de minerales con tolerancia a 
concentraciones superiores de 5g.L-1 (> 60 mM) de arsenito en la fase acuosa, representa 
una alternativa para optimizar el proceso (Qin et al., 2013). Tal es el caso del trabajo 
realizado por Casas‑Flores et al. (2015), que permitió el aislamiento de bacterias 
relacionadas con Leptospirillum spp. y S. thermosulfidooxidans tolerantes a 
concentraciones de arsenito superiores a 10mM capaces de oxidar sulfuros metálicos. 
Otra de las alternativas estudiadas para mitigar esta toxicidad, es la adaptación de los 
cultivos antes de dar inicio a procesos de biooxidación, por medio de una serie de cultivos 
sucesivos, en los cuales los microorganismos son crecidos progresivamente, 
incrementándose en el medio la concentración de iones metálicos pesados, logrando de 
esta forma reducir los efectos negativos que tiene el arsenito sobre el crecimiento 
microbiano (Hackl et al., 1989; Ospina et al., 2012). Leng et al. (2009) demostraron que el 
aumento de arsenito durante dos meses en cultivos sucesivos de cepas nativas de A. 
ferrooxidans y A. thiooxidans, permitió incrementar su capacidad de tolerancia a arsenito 
en solución de 40 a >60 mM y de 50 a >80 mM, respectivamente. Posteriormente Hong et 
al. (2016), con estas dos cepas en consorcio, lograron aumentar cerca de un 100% la 
oxidación de mineral refractario en comparación con un consorcio que no fue adaptado 
previamente al mineral. 
La capacidad de tolerancia al arsénico en las bacterias empleadas en biominería ha sido 
estudiada, tomando como modelos los mecanismos bioquímicos y moleculares de 
resistencia descritos ampliamente en microorganismos aislados de ambientes 
contaminados por este metaloide (Dhuldhaj et al., 2013; Drewniak y Sklodowska, 2013; 
Ehrlich et al., 2015).  
1.4.1 El operón ars  
En bacterias el sistema genético canónicamente asociado como determinante de la 
resistencia a las formas inorgánicas del arsénico es el operón ars, presente en múltiples 
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genomas procariotas incluyendo plásmidos, transposones e islas genómicas, en los que 
refleja una gran divergencia en cuanto a genes y organización (Ben Fekih et al., 2018). 
Los genes que se han identificado dentro de múltiples operones incluyen al gen arsR que 
codifica un represor transcripcional trans-acting, que tiene un mecanismo de unión al 
arsenito y actúa mediante unión a la región promotora del operon ars (Busenlehner et al., 
2003).  
El gen arsB que codifica una proteína transmembranal transportadora de arsenito y el gen 
arsC que codifica la enzima arsenato reductasa (Figura 3), los cuales han sido identificados 
en A. ferrooxidans (Bertin et al., 2011), A. thiooxidans (Jiang et al., 2015) y en S. 
thermosulfidooxidans (Casas‑Flores et al., 2015). Interesantemente, en algunas cepas de 
A. caldus, L. ferriphilum y L. ferrooxidans que se aislaron en tanques de biooxidación de 
arsenopirita, la presencia de estos genes fue asociada con elementos genéticos móviles 
(Kloppers et al., 2008; Rawlings, 2008). 
 
Figura 3. Proteínas codificadas por el operón ars identificadas en A. thiooxidans. La proteína ArsR actúa 
como represor del operón y la presencia de arsénico en la célula induce la transcripción de los genes arsB y 
arsC, responsables de codificar la proteína transmembranal transportadora de arsenito (ArsB) y la enzima 
arseniato reductasa (ArsC), respectivamente. Tomada y editada de Jiang et al. (2015). 
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La proteína ArsA es una ATPasa que interactúa con ArsB conformando una bomba de 
eflujo dependiente de la hidrólisis de ATP y la ArsD conocida como arsenito 
metalochaperona, funciona como un transportador de arsenito que le permite llevarlo hasta 
ArsA (Ajees et al., 2011), casi siempre se identifican adyacentes en los operones, por lo 
que se ha propuesto su mecanismo de acción como unidad (Ben Fekih et al., 2018). 
Finalmente, la proteína ArsH ampliamente distribuida en la mayoría de Gamma 
proteobacterias, es una organoarsénico oxidasa NADPH‐dependiente de FMN, capaz de 
oxidar moléculas derivadas del metil-As3+ (Chen et al., 2015). 
Además de los genes del operón ars, otros genes asociados con la capacidad de tolerar 
arsénico y metabolizarlo se han estudiado en los microorganismos que biooxidan 
minerales de sulfuro, sin embargo, el conjunto de mecanismos bioquímicos y genéticos 
responsables de esta resistencia, así como los sistemas de comunicación y coordinación 
cepa-cepa relacionados con un incremento de la tolerancia en cultivos mixtos, aún no están 
completamente caracterizados (Jiang et al., 2015). 
1.5 Estudios de biooxidación de arsenopirita en Colombia 
Aunque la biooxidación de minerales refractarios ha sido de gran aplicabilidad por 
industrias mineras de países como Perú, Chile y Brasil, en Colombia no se ha difundido en 
el gremio, por lo cual los avances e investigaciones al respecto son limitados. Por este 
motivo el grupo de Mineralogía Aplicada y Bioprocesos (GMAB) de la Universidad Nacional 
de Colombia, sede Medellín, ha adelantado estudios en la evaluación de la aplicabilidad 
de la oxidación bacteriana en arsenopirita, aprovechando cepas comerciales y nativas, 
para lograr una mayor eficiencia en la recuperación de oro, frente a las metodologías 
hidrometalúrgicas tradicionales que emplean cantidades significativas de cianuro y 
mercurio. 
El primer trabajo desarrollado con una cepa nativa de A. ferrooxidans permitió la 
movilización del 88% de arsénico durante 25 días de biooxidación del mineral (Ossa-Henao 
y Márquez, 2010). Por su parte Arroyave et al. (2010), utilizando un consorcio nativo de A. 
ferrooxidans y A. thiooxidans en un reactor continuo de tanque agitado, evaluaron la 
biooxidación de minerales refractarios, logrando un porcentaje de extracción de oro de 
78% después de la cianuración. Más recientemente, en el trabajo realizado por Ospina et 
al. (2012), se evaluó el proceso de biooxidación de concentrados de arsenopirita usando 
Capítulo 1 19 
 
A. ferrooxidans ATCC 23270 haciendo una adaptación en etapas sucesivas para lograr 
una disolución de arsénico cercana a los 7g/L (~19% de arsénico lixiviable), tras treinta 
días de biooxidación. 
Los estudios desde el punto de vista mineralógico revelan la eficiencia en el proceso de 
bioxidación de sulfuros con arsenopirita provenientes de minas colombianas (Márquez et 
al., 2012), sin embargo, la caracterización y análisis del proceso biológico aún no se ha 
abordado y en el caso de las cepas nativas aún falta información que proporcione más 
detalle sobre el potencial de los microorganismos que podrían emplearse en estudios 
posteriores. Este proyecto se convierte así, en el primer estudio de caracterización a nivel 
de transcriptoma con cepas nativas y permitirá establecer algunos de los mecanismos 
moleculares involucrados en la respuesta a la exposición a mineral con arsenopirita por 









2. Aislamiento de cepas nativas de 
Acidithiobacillus sp.  
Resumen 
La antigua mina de oro El Zancudo se encuentra en la Cordillera Central al noreste de 
Colombia, en el municipio de Titiribí, Antioquia y se caracteriza por la presencia de 
abundantes minerales sulfurados del tipo pirita, arsenopirita y pirrotita, entre otros.  
Teniendo en cuenta las características físico-químicas de la mina, este estudio tuvo por 
objeto recuperar cepas nativas de microorganismos cultivables con potencial en la 
biooxidación de sulfoarseniuros, tipo arsenopirita. A partir de muestras obtenidas en los 
efluentes de la mina se empleó la metodología de cultivo convencional en medio sólido y 
se logró el aislamiento de cepas de bacterias acidófilas quimiolitoautótrofas. Tras el 
enriquecimiento en medios adecuados para bacterias oxidadoras de hierro y azufre los 
cultivos fueron sometidos a un screening para el aislamiento de cepas nativas cultivables 
con capacidad de tolerar altas concentraciones de arsénico en el medio de cultivo. 
Únicamente fue posible la recuperación de bacterias mesófilas, que fueron categorizadas 
en dos grupos principales de acuerdo con el donador de electrones preferentemente 
utilizado. Tras el análisis de similitud de la secuencia completa del gen rRNA 16S se 
confirmó la presencia de 18 cepas filogenéticamente relacionadas con el género 
Acidithiobacillus spp., las cuales fueron depositadas en la colección biológica del Instituto 
de Biotecnología (IBUN). De acuerdo con la similitud en el gen 16S se plantea la hipótesis 
que los aislamientos nativos IBUN Pt1247 puedan corresponder a filotipos nuevos, 
diferentes a las 9 especies actualmente reconocidas dentro del género Acidithiobacillus 
spp.  
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2.1 Metodología  
Se adelantó un protocolo de aislamiento de bacterias mediante enriquecimiento y siembra 
por agotamiento en medio sólido, para el cual se tomaron muestras líquidas en la mina el 
Zancudo, debido a que la presencia de rocas con sulfuros metálicos, constituidos 
principalmente por pirita y arsenopirita, así como la presencia de aire y abundante agua 
dentro de la mina, los cuales favorecen el crecimiento de bacterias autótrofas que utilizan 
azufre o hierro como fuentes de energía (Twardowska, 2015; Johnson, 2014; Luptakova 
et al., 2012). El protocolo establecido se diseñó contemplando la posibilidad de recuperar 
microorganismos mesófilos y termófilos moderados que por estar presentes en una mina 
con arsenopirita tuvieran capacidad de ser seleccionados con arsénico en el medio de 
cultivo. 
2.1.1 Obtención de las muestras (Efluentes) 
Se colectaron muestras líquidas en la mina El Zancudo, ubicada en la Cordillera Central al 
noreste de Colombia (municipio de Titiribí, Antioquia) (Anexo A), realizando el muestreo 
dentro de la mina en tres zonas definidas como Cruzada principal, El Salto y Platanal. En 
los tres puntos se observaron continuas corrientes de efluentes caracterizadas por la 
presencia de biopelículas gruesas de color marrón a rojizo (streamers), propias de la 
precipitación de hierro y otras con olor característico a sulfuro de hidrógeno (Figura 4; 
Anexo B). Estos productos son generados principalmente por actividad microbiana y son 
un indicador cualitativo de la presencia de bacterias oxidadoras de sulfuros metálicos (Klein 
et al., 2013). Se tomaron entre 25 y 200 mL de efluentes con contenido de biopelículas en 
frascos o tubos estériles, tapa rosca (Figura 5). 
 
El material recolectado fue puesto en refrigeradores de poliestireno expandido, a ~4 °C, 
para su transporte hasta el laboratorio de Biomineralogía Aplicada y Bioprocesos de la 
Universidad Nacional de Colombia-Sede Medellín, donde se etiquetaron y embalaron para 
transportarlas el mismo día hasta el Instituto de Biotecnología en la ciudad de Bogotá. 









Figura 4. Zonas muestreadas en la mina El Zancudo. a.) Se observa un efluente en la zona El Platanal con 
un streamer de color rojizo en la superficie, característica de bacterias oxidadoras de hierro (Klein et al., 
2013). b.) Se muestra un efluente sobre los muros de la Cruzada Principal, sobre los cuales las biopelículas 
forman un manto tipo cortina de color café-amarilloso y generan un olor característico de sulfuro de 
hidrógeno, propio de las bacterias oxidadoras de azufre. 
 
El l           
Figura 5. Material muestreado en Zona platanal, una vez transportado en refrigeración para su 
enriquecimiento.  
Biopelículas 
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2.1.2 Enriquecimiento de las muestras  
Este procedimiento fue realizado dentro de las 72 horas posteriores a la toma de las 
muestras en la mina El Zancudo. 
 Medios de cultivo (ajustados a pH 1.8 – 2.5 con H2SO4) 
 Medio de enriquecimiento para mesófilas modificado de Waksman y Joffe 
(1922): 
(NH4)SO4……….. 2 g.L-1 
MgSO4.7H2O…… 0,5 g.L-1 
K2HPO4………….. 1 g.L-1  




Medio de enriquecimiento para termófilas moderadas (Melamud y 
Pivovarova,1998): 
(NH4)SO4……………… 3 g.L-1 
MgSO4.7H2O………….. 0,5 g.L-1 
K2HPO4………………… 0,5 g.L-1  
KCl……………………... 0,1 g.L-1 
Ca(NO3)2.4H2O…………10mg.L-1 
Extracto de Levadura…. 0,02 % 
 
 Suplementos 
a. Solución de minerales traza pH 2 (TES): ZnSO4.7H2O 0.1 g/L, CuSO4.5H2O 0.05 
g/L, MnSO4.5H2O 0.15 g/L, H3BO3 0.2 g/L, Na2MoO4.2H2O 0.085 g/L, CoCl2 0.1 
g/L. 10mL por 1L medio. 
b. FeSO4.7H2O pH 1.5: 10 - 33,3 g.L-1  
c. S0: 10g.L-1  
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Con el propósito de obtener aislamientos específicos para bacterias con capacidad de 
oxidar hierro y azufre independientemente se realizaron cultivos de enriquecimiento por 
separado, utilizando el respectivo donador de electrones de la siguiente manera.  
 Para bacterias oxidadoras de azufre: De cada muestra se tomaron 5mL y se 
inocularon en matraces de 125 mL con 45 mL de medio suplementado con 10g/L 
de azufre y 0,01g/L de FeSO4, y se ajustó a pH 2.5. 
 Para bacterias oxidadoras de hierro: De cada muestra se tomaron 5 mL y se 
inocularon en matraces de 125 mL con 45 mL de medio suplementado con 33,3 g/L 
de FeSO4, pH 1.8. 
Los cultivos de enriquecimiento se llevaron a incubación en agitador orbital a 30 y 42 °C, 
180 rpm durante 21 días, adicionando 10 mL de medio fresco cada 7 días. 
2.1.3 Screening de los aislamientos con tolerancia a arsénico  
 
 Medios de cultivo (Ajustados a pH 1.8 – 3 con H2SO4) 
 
 Medio 9K (Silvermann y Lundgren, 1959): 
(NH4)SO4……….. 3 g.L-1 
MgSO4.7H2O…… 0,5 g.L-1 




Medio T&K (Modificado de Tuovinen y Kelly 1974): 
(NH4)SO4……….. 0,5 g.L-1 
MgSO4.7H2O…… 0,5 g.L-1 




26 Identificación de genes expresados diferencialmente durante la biooxidación de arsenopirita, por un consorcio de 
microorganismos aislados en una mina de Antioquia 
 
Medio de cultivo Tiosulfato (Starosvetsky et al., 2013): 
(NH4)SO4……….. 0,4 g.L-1 
MgSO4.7H2O…… 0,5 g.L-1 
KH2PO4………….. 4 g.L-1  
CaCl2…………….. 0,25 mg.L-1 




a. TES pH 2: 10 mL por 1L medio 
b.  FeSO4.7H2O pH 1.5: 10 - 33,3 g.L-1  
c. S0: 5 – 10 g.L-1  
d. Na2S2O3.5H2O pH 3.5: 5 g.L-1   
e. K2S4O6 pH 2: 1,5 – 5 g.L-1   
 
Una vez obtenidos enriquecimientos con crecimiento para las bacterias de cada categoría, 
se realizó un screening utilizando la forma iónica más tóxica del arsénico para ejercer 
presión selectiva de la siguiente manera. 
2.1.3.1 Bacterias oxidadoras de azufre 
Aquellos enriquecimientos que mostraron valores de pH inferiores a 1.6, fueron 
seleccionados y con base en las características de la zona de muestreo en donde fueron 
colectados, se mezclaron para conformar 5 grupos de enriquecimientos, de acuerdo con 
la capacidad de trabajo disponible en el laboratorio. 
Se realizó el inóculo de los 5 grupos de cultivos enriquecidos en matraces de 125 mL con 
45 mL de medio suplementado con 10 g/L de azufre, pH 2.2. Se incubaron durante 6 días. 
Se realizó medición de pH al tercer y sexto día. Aquellas agrupaciones de enriquecimientos 
que mostraron valores de pH menores o iguales a 1.4 fueron incubados con arsenito, en 
tubos de ensayo con 5 mL de medio 9K + S0, con 20 mM de NaAsO2, incubándose durante 
5 a 7 días, a 30°C, 180rpm. Transcurrido este tiempo se realizó medición de pH. Aquellos 
cultivos que mostraron valores de pH inferiores a 1.6 se inocularon en medio 9K + S0 con 
30 mM de NaAsO2, se incubaron durante 5 a 7 días a 30 °C, 180 rpm para tomar medición 
de pH del medio de cultivo. 
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Los cultivos que mostraron descenso de pH fueron diluidos 1:100 en medio 9K, adicionado 
con Tween 60 0,1 % y se sembraron 100 µL en superficie en cajas de Petri con medio 
Tiosulfato, a pH 3.5 (con adición de extracto de levadura para termófilos moderados). Las 
cajas fueron incubadas a 30 o 41 °C durante 14 días. Las UFC claramente separadas se 
tomaron con palillos estériles y fueron sembradas en tubos de ensayo con 5 mL de medio 
9K, suplementado con 10 g/L de azufre, a pH 2.2. Los tubos se pusieron en agitador orbital 
a 180 rpm, 30 °C durante 7 días. Aquellos tubos que presentaron turbidez se inocularon 
en matraces de 125 mL, con 45 mL de medio 9K, suplementado con 10 g/L de azufre, a 
pH 2.2. Los matraces se pusieron en agitador orbital a 180 rpm, 30 °C, durante 4 días, 
realizando medición de pH a los días 3 y 4. Una vez alcanzada la fase estacionaria se 
obtuvieron alícuotas de cada aislamiento para conservación y evaluación de utilización de 
donadores de electrones. Cada uno de los aislamientos fue inoculado al 10 % en 45 mL 
de medio 9K, suplementado con Na2S2O3 5 g.L-1, K2S4O6 3 g.L-1 y FeSO4 20 g.L-1, por 
separado. Se incubaron durante 7 días y se realizó medición de pH o Eh para establecer 
oxidación de cada donador de electrones. 
 
2.1.3.2 Bacterias oxidadoras de hierro. 
Aquellos enriquecimientos que mostraron valores de potencial óxido reducción (Eh) 
superiores a 500 mV, fueron seleccionados y con base en las características de la zona 
de muestreo en donde fueron colectados, se realizaron mezclas para conformar 5 grupos 
de enriquecimientos, de acuerdo con la capacidad de trabajo disponible en el laboratorio. 
Se realizó el inóculo de los 5 grupos de enriquecidos en matraces de 125 mL con 45 mL 
de medio 9K, suplementado con 33,3 g/L de FeSO4, y TES, pH 1.8. Las muestras se 
incubaron durante 6 días. Se realizó medición de Eh al tercer y sexto día. Aquellos 
agrupamientos de enriquecimientos que mostraron valores de Eh superiores a 500 mV, 
teniendo en cuenta que las bacterias oxidadoras de hierro muestran menor tolerancia a la 
presencia de arsenito en el medio de cultivo (Leng et al., 2009), se inocularon en tubos de 
ensayo con 5 mL de medio 9K, con 5 mM de NaAsO2, incubándose durante 5 a 7 días, a 
30 °C, 180 rpm, transcurrido este tiempo se tomaron mediciones de Eh. 
Aquellos cultivos que mostraron valores de Eh superiores a 500mV fueron diluidos 
inoculados en medio 9K, con 10 mM de NaAsO2, incubándose durante 5 a 7 días, a 30 °C, 
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180rpm y se tomaron mediciones de Eh el día final. A los cultivos con incremento de Eh 
en el tiempo, se le hizo dilución 1:100 en medio 9K adicionado con Tween 60 0,1% y se 
sembraron 100 µL en superficie en cajas de Petri, con medio sólido suplementado con 
FeSO4 (Anexo C). Las cajas se llevaron a incubación a 30 o 41 °C, durante 12 días. Las 
UFC fueron seleccionadas con palillos estériles y fueron sembradas en tubos de ensayo 
con 5 mL de medio 9K, suplementado con FeSO4 3,33%, a un pH de 1.8.  
Los tubos se pusieron en agitador orbital a 180 rpm, 30°C durante 6 días. Los tubos que 
presentaron turbidez se sembraron en medio sólido suplementado con FeSO4, por método 
de agotamiento por estrías. Tras 10 a 14 días de incubación, a 30°C, se repitieron los dos 
pasos anteriores. 
 
Los medios con crecimiento se inocularon en matraces de 125 mL, con 45 mL de medio 
T&K, suplementado con 33,3 g/L de FeSO4 y TES, a pH 1.8. Los matraces se pusieron en 
agitador orbital a 180 rpm, 30 °C durante 6 días, realizando medición de Eh a los días 3 y 
6. Una vez alcanzada la fase estacionaria, se tomaron alícuotas de cada aislamiento para 
conservación y evaluación de utilización de donadores de electrones. 
 
Cada uno de los aislamientos fue inoculado al 10% en 45 mL de medio 9K, a un pH de 3, 
suplementado con S0 10 g.L-1, Na2S2O3 5 g.L-1 y K2S4O6 3 g.L-1, por separado. Se incubaron 
durante 7 días y se realizó medición de pH para establecer oxidación de cada donador de 
electrones. 
2.1.4 Conservación de los aislamientos 
La alícuota de cada uno de los aislamientos en estado estacionario fue centrifugada a 4°C, 
2000 rpm, durante 1 minuto, en tubos estériles, descartando el sobrenadante y agregando 
medio fresco con S0 o FeSO4 más pirita estéril, dependiendo la cepa. 
 
La biomasa resuspendida fue llevada para conservación a 4 °C, durante 12 a 16 semanas. 
Después de este tiempo se reactivaron los cultivos, siguiendo la metodología 2.1.2 pero 
en 9K, a pH 2.5, suplementado con S0 10 g/L y TES para cepas oxidadoras de compuestos 
inorgánicos de azufre; o pH 1.8, suplementado con FeSO4 33,3 g/L y TES, para cepas 
oxidadoras de hierro. 
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2.1.5 Identificación de los aislamientos por el gen 16S 
De cada aislamiento se toma una alícuota y se inoculó en tubos de ensayo con 5mL de 
medio 9K con azufre, a pH 2.0 ó T&K con FeSO4, a pH 1.8, según el tipo de bacteria. Al 
tercer día de incubación, se centrifugaron 2 mL del cultivo y se realizó extracción del ADN 
genómico empleando el kit de extracción Microbial Ultra clean® de QiagenTM. La calidad 
del ADN obtenido fue verificada por electroforesis en gel de agarosa al 0,8 %, en TAE y 
cuantificado fluorométricamente utilizando el equipo Qubit®. 
 
Una región del RNA ribosomal 16S fue amplificada utilizando la pareja de iniciadores 
universales 27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) y 1492R (5’- 
CGGTTACCTTGTTACGACTT-3’). Las amplificaciones se llevaron a cabo en reacciones 
de 30 µL con las siguientes concentraciones 0,5 µM primers, 0.07 U/µL Taq polymerase 
(Biolase®, Bioline®), 2 mM MgCl2, 250 µM dNTP, 1X buffer, 10-30 ng DNA. Las condiciones 
de PCR fueron las siguientes:  4 min at 94 °C; 30 ciclos de 30 seg a 94 °C, 30 seg a 58 °C, 
y 1 min 30 seg a 72 °C, con una extensión final de 7 min a 72 °C 
 
Los amplímeros obtenidos se confirmaron por electroforesis convencional, en geles de 
agarosa en TBE 1X al 1,5 % y se purificaron utilizando el kit ISOLATE II PCR® de BiolineTM 
para secuenciación. Empleando los dos iniciadores de amplificación, se obtuvo la 
secuencia de los amplímeros, en el Instituto de Genética de la Universidad Nacional, 
mediante técnica convencional de Sanger y se seleccionan regiones de mejor calidad con 
Electropherogram quality analysis (http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/). 
 
Las secuencias finalmente ensambladas fueron analizadas para descartar la presencia de 
quimeras en el programa DECIPHER 2.10 (Wright et al., 2012) y comparadas con las 
secuencias de la base de datos EzBioCloud (Yoon et al., 2017), para la asignación de 
especie de acuerdo con la similitud (>98 %). 
 
Se realizó una reconstrucción taxonómica de las secuencias con base en el gen rRNA 16S, 
utilizando el algoritmo neighbor joining en el programa MAFFT, con 1000 repeticiones 
bootstrap (Katoh et al., 2017) y visualizando el árbol obtenido con la herramienta Itol 4.3 
(Letunic y Bork, 2016). 
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2.1.6 Prueba de tolerancia y adaptación a NaAsO2 
2.1.6.1 Bacterias oxidadoras de azufre  
Los aislamientos fueron activados en medio 9K, con 10 g.L-1 S0 y, una vez recuperados, 
se inocularon por duplicado en matraces con 45mL de medio 9K, adicionado con 30, 40 y 
50 mM de NaAsO2. Los cultivos se llevaron a incubación durante 7 a 15 días a 30 °C, 180 
rpm y se realizó medición de pH al final, para establecer concentración inhibitoria de cada 
cepa. 
2.1.6.2 Bacterias oxidadoras de hierro 
Los aislamientos fueron activados en medio T&K con 33,3 g.L-1 FeSO4 y, una vez 
recuperados, se inocularon por duplicado en matraces con 45mL de medio T&K, 
adicionado con 5, 10 y 20 mM de NaAsO2. Los cultivos se llevaron a incubación durante 7 
a 15 días a 30 °C, 180 rpm y se realizó medición de Eh al final, para establecer 
concentración inhibitoria de cada cepa. 
Para establecer la capacidad de adaptación a mayores concentraciones de arsenito se 
realizaron subcultivos incrementando la concentración de NaAsO2 en el medio según 
metodología descrita por Leng et al. (2009), cada vez que se alcanzaba la fase exponencial 
en los cultivos. 
2.2 Resultados y discusión 
2.2.1 Enriquecimiento de bacterias acidófilas 
 
Las minas de oro abandonadas constituyen un ecosistema muy particular, debido a que la 
presencia sulfuros como la pirita o la arsenopirita en combinación con agua y aire 
atmosférico favorecen la producción microbiana de ácido sulfúrico (ecuación 1), este 
compuesto origina drenajes ácidos que se acompañan de altas concentraciones de 
metales como el cobre, hierro, níquel, zinc, aluminio y arsénico, entre otros (Johnson D.B., 
2014).  
           (FeS2) (s) + 14Fe3+(aq) + 8H2O → 15Fe2+(aq) + 16H+ + 2SO42-(aq)         [1] 
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Si bien, estas condiciones son tóxicas para los ecosistemas acuáticos, debido a los bajos 
valores de pH, alta presencia de sulfatos y metales pesados, múltiples bacterias acidófilas 
han sido identificadas en este tipo de condiciones en estrecha correlación con las 
características fisicoquímicas de cada drenaje, entre las que destacan el oxígeno disuelto, 
la temperatura y las concentraciones de metales disueltos (Twardowska, 2015). Sin 
embargo, las bacterias mesófilas que suelen identificarse en estos hábitats son en su 
mayoría autótrofas pertenecientes a los géneros Acidithiobacillus y Leptospirillum (Chen et 
al., 2016).  
A pesar de que la antigua mina de oro el Zancudo contiene abundantes minerales 
sulfurados como la pirita, arsenopirita, pirrotita, tetraedrita, boulangerita y jamesonita, y 
cuenta con corrientes internas de agua en abundancia, se caracteriza por la presencia de 
depósitos calcáreos compuestos por carbonatos (dolomita y aragonito) (Arroyave, 2008), 
los cuales neutralizan el ácido sulfúrico de los drenajes, haciendo que el pH promedio de 
los efluentes de la mina no sea inferior a 6. Estas condiciones hacen de la mina un ejemplo 
excepcional de un ambiente que cuenta con un microbioma particular de gran interés para 
su aplicación en procesos de biohidrometalurgía.  
Las 21 muestras tomadas en la mina de oro El Zancudo, incluyendo biopelículas presentes 
sobre los muros del socavón en tres zonas de la mina, así como también biopelículas de 
los efluentes sobre el suelo se describen en la Tabla 2. Todas las muestras 
correspondieron a material líquido (25 mL – 200mL), mezclado con material sólido, 
arcilloso o arenoso, en suspensión (Figura 5). El color característico de las muestras fue 
ocre, con un rango de pH entre 6.2 y 7.8, con potenciales redox entre 279 y 310 mV 
 
Las muestras se inocularon en los medios específicos para ser clasificadas en aislamientos 
oxidadores de hierro y oxidadores de compuestos inorgánicos de azufre. La primera 
característica particular de las bacterias que crecieron en los cultivos de enriquecimiento 
fue su capacidad de tolerar el pH ácido del medio, pese a que las muestras colectadas 
tenían pH entre 6.8 y 7.4, lo que hipotéticamente le conferiría capacidades fenotípicas 
propias a este grupo de bacterias. 
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Tabla 2. Listado de muestras recolectadas en la mina El Zancudo (Titiribí, Antioquia). En el anexo B 
se recopilan fotografías de las diferentes zonas muestreadas. 
Muestra No. Zona Rotulación Características 





Mosaico Muros Biopelículas en los muros 
3 
Platanal 
Platanal 1 Biopelícula en efluente 
4 Platanal 2 Biopelícula en efluente 
5 Platanal 3 Efluente 
6 Platanal 4 Biopelícula en efluente 
7 Platanal 5 Efluente 
8 Platanal 6 Biopelícula en pozo de agua 
9 Platanal 7 Biopelícula en efluente 
        10 Platanal 8 Mancha blanca en efluente 
        11 Platanal 9 Biopelícula en efluente 
        12 Platanal 10 Biopelícula en efluente 
        13 Platanal 11 Biopelícula en efluente 
        14 Platanal 12 
Biopelícula sobre muro de 
conglomerado 
        15 Platanal 13 
Biopelícula sobre muro de 
conglomerado 
        16 Platanal 14 Biopelícula en efluente 
        17 Platanal 15 Mancha negra en efluente 
        18 Platanal 16 Biopelícula en efluente 
        19 El Salto 1 
Biopelícula sobre muro con 
presencia de depósitos de 
carbonato de calcio 
        20 
El Salto 
El Salto 2 
Biopelícula sobre muro con 
presencia de depósitos de 
carbonato de calcio 
        21 El Salto 3 Biopelícula en efluente 
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Los cultivos de enriquecimiento con presencia de bacterias oxidadoras de hierro mesófilas, 
fueron aquellos que mostraron valores Eh superiores a 500 mV (Tabla 3), debido a que el 
crecimiento de este grupo de bacterias conllevo a la producción de Fe+3, que produce un 
color rojizo, observado en la Figura 6, mostrando además potenciales de óxido-reducción 
(Eh) superiores a 500 mV, típicos de este tipo de bacteria (Konhauser, K. O. 1998). 
 
Tabla 3. Mediciones de ORP en los enriquecimientos positivos tomadas el día del muestreo, el día de 
la inoculación y tras 21 días de enriquecimiento en incubación, a 30 °C y a 180 rpm. Se resaltan 
aquellos enriquecimientos que por incremento en el ORP se consideraron positivos para presencia de 
bacterias oxidadoras de hierro. 
 
 
Muestra Eh (mV) 
   Día del muestreo Día de la inoculación Día 21 post-incubación 
Cruzada Principal 246 226 435 
Mosaico Muros 293 236 614 
Platanal 1 305 331 638 
Platanal 2 283 331 621 
Platanal 3 318 270 626 
Platanal 4 304 331 630 
Platanal 5 302 263 662 
Platanal 6 311 220 606 
Platanal 7 306 331 600 
Platanal 8 305 335 540 
Platanal 9 300 228 646 
Platanal 10 310 270 604 
Platanal 11 300 327 652 
Platanal 12 279 238 670 
Platanal 13 369 475 572 
Platanal 14 283 261 620 
Platanal 15 288 244 596 
Platanal 16 274 264 570 
Salto 1 176 159 576 
Salto 2 184 170 560 
Salto 3 250 288 457 
Medio estéril nd 200 250 
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Figura 6. Identificación de enriquecimientos con presencia de bacterias acidófilas. La presencia de bacterias 
oxidadoras de hierro conlleva a la producción de Fe (III) que produce un color ocre y puede ser corroborado 
por potenciales de óxido-reducción (Eh) superiores a 500 mV. El cultivo de enriquecimiento a la izquierda 
(Platanal 8) se descarta al no alcanzar el umbral de óxido-reducción que indica presencia de este grupo de 
bacterias. 
 
Los enriquecimientos de bacterias mesófilas oxidadoras de azufre mesófilas seleccionados 
fueron aquellos en los que el pH descendió por debajo de 1.8 (Tabla 4), posiblemente por 
la actividad metabólica de los microorganismos que generó hidrogeniones, causando la 
acidez del medio (Dopson y Johnson, 2012; Schippers et al., 2010). En los 
enriquecimientos que no se evidenció descenso en el pH, se descartó la presencia de 
bacterias acidófilas oxidadoras de azufre.  
 
Los resultados de las mediciones obtenidas en los enriquecimientos de bacterias termófilas 
moderadas tras la incubación a 42 °C y 180 rpm durante 21 días reflejaron una menor 
actividad en comparación con los enriquecimientos incubados a 30 °C (Tabla 5), sin 
embargo la disminución de pH e incremento de ORP, indicaron presencia de bacterias con 




Capítulo 2 35 
 
 
Tabla 4. Mediciones de pH tomadas en los enriquecimientos el día del muestreo, el día de la 
inoculación y tras 21 días de enriquecimiento en incubación 30 °C y a 180 rpm. Se resaltan aquellos 
enriquecimientos que por disminución de pH se consideraron positivos para presencia de bacterias 











   Día del muestreo Día de la inoculación Día 21 post-incubación 
Cruzada Principal 7.3 2.2 1.8 
Mosaico Muros 6.6 2.3 1.8 
Platanal 1 6.7 2.4 1.6 
Platanal 2 6.9 2.4 1.4 
Platanal 3 7.2 2.1 1.7 
Platanal 4 7.4 2.4 1.6 
Platanal 5 7.3 2.3 2.0 
Platanal 6 7.1 2.5 1.6 
Platanal 7 7.2 2.4 1.5 
Platanal 8 6.7 2.4 1.7 
Platanal 9 7.3 2.3 1.8 
Platanal 10 6.8 2.5 1.7 
Platanal 11 6.8 2.5 1.6 
Platanal 12 7.1 2.3 1.7 
Platanal 13 7.0 2.5 1.7 
Platanal 14 7.1 2.4 1.4 
Platanal 15 7.1 2.5 1.5 
Platanal 16 7.3 2.5 1.5 
Salto 1 7.1 2.5 1.6 
Salto 2 6.8 3.1 1.4 
Salto 3 7.0 3.0 2.0 
Medio estéril nd 2.38 2.2 
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Tabla 5. Resultados de Eh y pH en los enriquecimientos incubados en medio con extracto de levadura a             











Por razones estrictamente técnicas, se realizaron las mezclas de enriquecimientos 
positivos, debido a las dificultades de procesar simultáneamente el elevado número de 
cultivos positivos. Para la obtención de estos agrupamientos se tuvo en consideración las 
características del material muestreado, de tal manera que las poblaciones fueran 
relativamente similares. Los enriquecimientos de microorganismos mesófilos 
seleccionados se mezclaron en 5 agrupaciones (Tabla 6), aunque esta metodología 
hipotéticamente pudo haber incidido en la población de los enriquecimientos, si se presentó 
algún tipo de competencia entre las especies, el objetivo principal no era obtener una 
muestra de la diversidad presente en la mina, sino obtener aislamientos cultivables con 
resistencia a arsénico y con potencial de uso en cultivos mixtos. 
Tras su incubación se realizó el seguimiento de parámetros indirectos de crecimiento, con 
el fin de obtener los cultivos adecuados para la selección de microorganismos tolerantes a 
arsenito (As+3). Las mediciones de Eh para los grupos de mesófilos oxidadores de hierro 
mostraron dos perfiles de crecimiento, dos enriquecimientos incrementaron rápidamente 
el potencial redox y al sexto día se mantuvo, mientras que el segundo grupo al tercer día 
no mostró una tasa de oxidación tan alta pero el sexto día alcanzó los potenciales más 
altos (Figura 7), indicando la posible presencia de más de una especie de acuerdo con su 
capacidad de oxidar FeSO4. 
 
 Enriquecimiento Potencial Redox (mV) pH 
Saltos 12 Ter                        502 --- 
Salto 3 Ter                               --- 2.2 
Platanal 357 Ter                      --- 2.3 
Platanal 6 200 5.4 
Platanal 9-10-11 Ter             572 2.1 
Platanal 12 232 4.9 
Platanal 13 Ter           --- 2.3 
Platanal 14-16 Ter           --- 2.2 
Platanal 15 Ter           560 --- 
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Tabla 6. Agrupaciones preparadas para el enriquecimiento de bacterias mesófilas, de acuerdo con las 
características del sitio donde fueron muestreadas. 
 
Oxidadores de hierro 
 
Grupo Enriquecimientos incluidos Característica de las muestras Rotulación 
1 
Platanal 1 + Platanal 2 + Platanal 4 
+ Platanal 7 
Biopelículas en efluentes Platanal 1247 
 
2 
Mosaico muros + Platanal 12 Biopelículas sobre muros P-Pt 12 
3 
Platanal 3 + Platanal 5 + Platanal 9 
+ Platanal 10 
Efluentes Platanal 359-10 
4 
Platanal 6 + Platanal 11 + Platanal 
14 













Oxidadores de azufre 
Grupo Enriquecimientos incluidos 
Característica de las 
muestras 
Rotulación 
1 Salto 1 + Salto 2 
Biopelículas sobre muros con 
carbonato de calcio 
Saltos 12 
2 
Platanal 1 + Platanal 2 + Platanal 4 + 
Platanal 7 + Platanal 14 + Platanal 
16 
Biopelículas en efluentes Platanal 1247-1416 
3 Platanal 6 + Platanal 7 + Platanal 11 Efluentes Platanal 6711 
4 
Platanal 3 + Platanal 5 + Platanal 9 + 
Platanal 10 





Mancha negra en efluente 
 
Platanal 15 
38 Identificación de genes expresados diferencialmente durante la biooxidación de arsenopirita, por un consorcio de 
microorganismos aislados en una mina de Antioquia 
 
 
Figura 7. Variación en el potencial redox (Eh) de los grupos de enriquecimientos en medio suplementado con 
FeSO4. Todos los cultivos alcanzaron un ORP> 550 mV tras 6 días de incubación, a 30 °C, indicando 
presencia de bacterias oxidadoras de hierro. 
 
En los grupos de mesófilos oxidadores de azufre cultivados con S0 como donador de 
electrones, la medición de pH indicó que los enriquecimientos Platanal 3-5-9-10 y Platanal 
15 no tenían bacterias con capacidad de producir una cantidad significativa de acidez a los 
seis días de incubación (Figura 8), posiblemente de haber realizado un seguimiento por 
más días se habría evidenciado alguna actividad. 
 
Figura 8. Variación en pH de los grupos de enriquecimientos en medio suplementado con S0. Los cultivos de 
los grupos Saltos 12, Platanal 1247 y Platanal 359-10 fueron los únicos que presentaron un claro descenso 
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Los enriquecimientos de bacterias termófilas moderadas también fueron agrupados según 
las características de la muestra inicial y se realizó el seguimiento de los parámetros de 
oxidación en los grupos enriquecidos durante 8 días, con el fin de confirmar la actividad de 
los cultivos e iniciar la selección de microorganismos tolerantes a arsenito (As+3). Las 
mediciones de Eh como parámetro indirecto de oxidación de FeSO4 para los 
enriquecimientos de termófilos oxidadores de hierro, reflejaron que únicamente el 
enriquecimiento Platanal 9-10-11 incrementó el ORP alrededor de los 600 mV desde el 
tercer día de incubación, mientras que los dos restantes no lo hicieron durante los 8 días de 
seguimiento (Figura 9).  
 
 
Figura 9. Variación en el potencial redox (Eh) de los enriquecimientos de termófilos, en medio suplementado 
con extracto de levadura y FeSO4. Únicamente Platanal 9-10-11 Ter alcanzó un ORP>550 mV tras 8 días de 
incubación a 42 °C, 180 rpm, indicando posible presencia de bacterias termófilas moderadas, oxidadoras de 
hierro. 
La medición de pH para los enriquecimientos de termófilos oxidadores de azufre fue 
asociada con la oxidación de S0 y evidenció actividad en los grupos Salto 3+Platanal 3567 
y Platanal 14-16, aunque mantuvo la misma tendencia observada antes de realizar las 
mezclas en grupos, una leve actividad que refleja producción de hidrogeniones por parte 
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Figura 10. Variación en pH de los enriquecimientos de termófilos en medio suplementado con S0 y extracto 
de levadura durante 8 días de incubación a 42°C. 
2.2.2 Selección de cepas con tolerancia a NaAsO2 
Como todos los grupos de enriquecimientos para oxidadores de hierro mesófilos alcanzaron 
valores de Eh superiores a 550 mV, se realizó inoculación en medio 9K con FeSO4 20% y 
arsenito 5 mM. Por su parte, únicamente los grupos de oxidadores de azufre mesófilos 
Saltos 12, Platanal 6711 y Platanal 1247, fueron inoculados en medio 9K con S0 10 g/L y 
arsenito 20 mM, debido a que mediante disminución de pH no se evidenció actividad de los 
otros grupos de enriquecimiento durante los 7 días de incubación. 
Por otra parte, debido al limitado número de enriquecimientos de bacterias termófilas 
moderadas con crecimiento (Pt 9-1011), se decidió realizar directamente siembra en medio 
sólido sin hacer presión selectiva con arsenito en el medio de cultivo para evitar la pérdida 
de las bacterias recuperadas.  
 
2.2.2.1 Bacterias oxidadoras de azufre 
Se determinó la actividad de los enriquecimientos previamente seleccionados, a los siete 
días de incubación en medio 9K con arsenito de sodio y tras reinocularlos en medio con 
una concentración superior de arsenito. Esta actividad fue establecida indirectamente 
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descenso en el pH por debajo de 1.6 a una concentración de 30 mM de arsenito en el 
medio de cultivo (Tabla 7), confirmando su capacidad de mantener su actividad en 
presencia de arsénico. 
Tabla 7. pH de los enriquecimientos oxidadores de azufre cultivados con NaAsO2 tras 7 días de incubación a 
30 °C, 180 rpm (pH inicial 2,0). 
 
Enriquecimiento 
NaAsO2 20 mM  
pH 
NaAsO2 30 mM  
pH 
Saltos 12 1.3 1.4 
Platanal 1247 - 1416 1.3 1.5 
Platanal 6711 1.4 1.4 
 
2.2.2.2 Bacterias oxidadoras de hierro 
La actividad de los enriquecimientos Platanal 1247, Platanal 61114, Pared+Platanal 12, 
Platanal 359-10 y Platanal 15 fue determinada de acuerdo con el aumento del potencial 
óxido-reducción (Eh), después de 7 días de incubación a 30 °C, 180 rpm en medio 9K con 
arsenito 5 mM, reinoculado en medio con 10 mM del metaloide. Con excepción del cultivo 
Platanal 1247, todos los enriquecimientos incrementaron el potencial redox a una 
concentración de hasta 10 mM de arsenito en el medio de cultivo (Tabla 8). 
 
Tabla 8. Potencial redox de los enriquecimientos cultivados con NaAsO2 tras 7 días de incubación a 
30 °C, 180 rpm (Eh inicial 370mV). 
 
Enriquecimiento 
NaAsO2 5 mM  
Eh (mV) 
NaAsO2 10 mM  
Eh (mV) 
Platanal 1247 573 373 
Platanal 61114 576 606 
Pared + Platanal 12 592 572 
Platanal 359-10 627 593 
Platanal 15 579 596 
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2.2.3 Obtención de aislamientos 
2.2.3.1 Bacterias oxidadoras de azufre 
Tras 14 días de incubación a 30 °C, únicamente las cajas de Petri sembradas con el 
enriquecimiento Platanal 1247-1416 mostraron crecimiento de colonias puntiformes de 
menos de 1mm de diámetro y color blanco (>20 UFC). Cada UFC se tomó con palillo estéril 
y fue sembrada en sendos tubos de ensayo con 5 mL de medio 9K con 10 g/L de azufre, 
pH 2.0. 
Después de incubados durante 5 a 7 días los tubos de ensayo, 11 UFC sembradas 
presentaron turbidez y se sembraron por agotamiento para obtener colonias puras (Figura 
11). Una UFC claramente aislada de cada caja fue propagada en matraces de 150 mL con 
45 mL de medio 9K con 10 g/L de azufre y se incubaron a 30 °C, 180 rpm durante 6 días, 
en los cuales se hizo medición de pH en los días 3 y 6 (Figura 12). 
  
 
Figura 11. Medio tiosulfato en el que se identificaron algunas colonias puntiformes de color blanquecino. 
UFC puntiforme 
blanca 
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Durante la oxidación de azufre se pudo observar un comportamiento similar de todos los 
aislamientos, alcanzando en el mismo tiempo de incubación un pH promedio de 1.2. 
Teniendo en cuenta que todas las colonias obtenidas mostraron características similares 
en tamaño, color y textura, se hipotetizó que todos los aislamientos correspondían a una 
misma especie, probablemente relacionada con A. thiooxidans que se propagó en el 
enriquecimiento, generando inhibición sobre bacterias mixótrofas con menor tolerancia a 
este bajo pH (Kelly y Wood, 2014). 
 
Figura 12. Variación de pH de las UFC oxidadoras de azufre que lograron aislarse. Las 14 
UFC presentan descenso en el pH cuando fueron inoculadas en medio 9K suplementado con 
S0. Todos los cultivos alcanzaron un pH<1.4 tras 6 días de incubación a 30 °C. Como control se 
empleó el medio sin inocular. 
 
La biomasa total de los cultivos se concentró por centrifugación y separaron dos 
fracciones, la primera se almacenó con medio 9K fresco suplementado con 0.5 g de 
azufre estéril, a 4 °C y la segunda se sembró en medio 9K, pH 2.5, con S0 10 g.L-1 
durante 3 días, a 30 °C y 180 rpm, para confirmar crecimiento en medio con otros 
donadores de electrones. 
Todos los aislamientos mostraron disminución de pH y aumento de la biomasa cuando 
se sembraron en medio 9K suplementado con Na2S2O3 5 g.L-1 y K2S4O6 3 g.L-1, 
mientras que ninguno incrementó el potencial redox ni la concentración celular en 
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dentro del grupo de Acidithiobacilos mesófilos oxidadores de compuestos reducidos de 
azufre, relacionados a A. thiooxidans.  
 
2.2.3.2 Bacterias oxidadoras de hierro 
 
Después de 9 días de incubación se observaron varias UFC para los cultivos de oxidadores 
de hierro Platanal 61114, Platanal 359-10 y Pared-Pt 12. Se identificaron tres fenotipos de 
colonias, con aspecto rugoso e irregular (similar a micelio) de aproximadamente 5 a 10 mm 
de diámetro; puntiformes color crema (Figura 13) y redondas irregulares color pardo de 1 
a 2 mm de diámetro (Figura 14). Se sembraron >30 UFC que mostraban halos de color 
pardo, característicos de bacterias productoras de Fe (III), en tubos con 5 mL de medio 
T&K, suplementado con 33,3 g/L de FeSO4, a un pH de 1.8.  
 
         
Figura 13. Medio con FeSO4 y solidificado con agarosa en el que se identifican los halos característicos de 
oxidación de Fe+3 de color ocre translucido alrededor de las colonias. 
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Figura 14. Acercamiento de algunas colonias individuales obtenidas mediante siembra por agotamiento 
sobre medio 9K solidificado con agarosa, se observan UFC de 0.5-1 mm de diámetro color pardo (Pt6114-
Fe2). 
 
Después de incubadas durante 5 a 7 días, los medios que presentaron incremento en el 
ORP fueron sembrados por agotamiento en medio sólido. Tras la incubación en medio 
sólido se obtuvieron 11 UFC que fueron sembradas en medio líquido T&K, con 33,3 g/L 
FeSO4, para continuar aislamiento. Una vez se evidenció turbidez y producción de color 
ocre (Fe III), se realizó siembra en medio sólido y de las 11 siembras se obtuvo crecimiento 
de colonias claramente separadas en 7 cajas de Petri.  
Los 7 aislamientos recuperados fueron inoculados en matraces con 45 mL de medio T&K 
suplementado con 33,3 g/L de FeSO4, a un pH de 1.8 y se incubaron a 30 °C, 180 rpm, 
durante 6 días, en los cuales se hizo medición de Eh en los días 3 y 6 (Figura 15). 
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Figura 15. Variación de Eh de las UFC oxidadoras de hierro que lograron aislarse. Los 7 cultivos 
puros y 4 UFC (no se logró confirmar pureza) presentan incremento en el ORP cuando son 
inoculadas en medio 9K suplementado con FeSO4. Todos los cultivos alcanzaron un OR>550 mV tras 
6 días de incubación a 30 °C. Como control se empleó el medio sin inocular. 
En los aislamientos de bacterias oxidadoras de hierro se observaron diferentes tipos de 
colonias y comportamientos diferentes durante la oxidación de FeSO4, ya que en su 
mayoría mostraron un rápido crecimiento alcanzando potenciales redox superiores a 600 
mV al tercer día de incubación, pero dos aislamientos tardaron hasta el sexto día para 
alcanzar este valor, por lo que se plantó la presencia de más de una especie. No obstante, 
estos valores ya daban indicios de la ausencia de Leptospirillum ferriphilum en los 
aislamientos, que por su mayor capacidad de tolerancia a Fe+3, puede incrementar los 
potenciales redox por encima de los 700 mV (Rawlings et al., 1999).  
Finalizada la incubación el volumen total del medio se concentró por centrifugación y una 
alícuota se conservó para preservación de las células con medio fresco a 4°C. La alícuota 
restante de cada aislamiento fue inoculada en medio T&K suplementado con 33,3 g/L de 
FeSO4, a un pH de 1.8 y se incubó a 30 °C, durante 5 días para inocular al 10% en medio 
9K, a un pH de 3, suplementado con S0 10 g.L-1, Na2S2O3 5 g.L-1 y K2S4O6 3 g.L-1. Algunos 
de los aislamientos representativos de cada especie mostraron descenso de pH y aumento 
de la concentración celular con los tres donadores de electrones, confirmando su 
capacidad de utilizar azufre y compuestos reducidos de azufre como donadores de 
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2.2.3.3 Bacterias termófilas moderadas 
 
En medio tiosulfato suplementado con extracto de levadura 0,02 % (w/v) fueron sembrados 
en superficie los enriquecimientos Salto 3 Ter y Platanal 14-16 Ter, utilizando diluciones 
1:10, 1:100 y 1:1000. En medio 9K solidificado con agarosa y suplementado con FeSO4     
2 % y extracto de levadura 0,02 % (w/v) se sembraron en superficie los enriquecimientos 
Saltos 12 Ter, Platanal 9-10-11 Ter y Platanal 15 Ter utilizando diluciones 1:10, 1:100 y 
1:1000. Las cajas se incubaron a 42 °C durante 14 días y en ninguna se evidenció 
crecimiento de UFC. La siembra en medio sólido se repitió haciendo siembra directa por 
estrías con asa, pero tampoco se observó crecimiento de ninguna UFC después de 
incubadas durante 14 días. 
La actividad en los enriquecidos de bacterias termófilas (Figura 9 y Figura 10) no fue tan 
marcada como en los cultivos de mesófilas, aunque no se descarta que la activación de 
esporas de especies como Sulfobacillus spp. fuera responsable de la actividad (Chen et 
al., 2016), no fue posible la obtención de colonias en medio sólido ya que su aislamiento 
se logra mediante la técnica de cultivo en doble capa (Johnson et al., 2008). Por otra parte, 
el sitio de muestreo no proporciona las condiciones favorables para este tipo de 
microorganismos, ya que la temperatura de los drenajes en el Zancudo fue de 21±2 °C. 
Las bacterias termófilas moderadas son generalmente recuperadas a partir de muestras 
obtenidas en biorreactores de biooxidación, en los que el medio puede alcanzar 
temperaturas superiores a los 40 °C (Okibe et al. 2003), por lo que se presume que los 
incrementos de potencial redox fueron ocasionados posiblemente por bacterias del género 
Leptospirillum sp., especie dominante en los drenajes de minas de sulfuros y capaz de 
oxidar Fe+2 a la temperatura evaluada (Schrenk et al., 1998), y el descenso de pH por 
cepas relacionadas con A. caldus (Dopson y Lindström, 1999). 
 
2.2.4 Asignación de especie por secuencia del gen rRNA 16S 
 
Tras realizar extracción de DNA genómico de cada uno de los aislamientos, se verificó la 
calidad del DNA mediante electroforesis en geles de agarosa 0,8 % y cuantificación 
fluorométrica con Qubit®. El material genético se preservó a -20 °C. 
48 Identificación de genes expresados diferencialmente durante la biooxidación de arsenopirita, por un consorcio de 
microorganismos aislados en una mina de Antioquia 
 
 
Mediante PCR se obtuvieron amplímeros de aproximadamente 1500pb para todos los 
aislamientos sin ninguna banda inespecífica (Figura 16). 
 
 
Figura 16. Amplificación de fragmento del gen 16S en algunos de los aislamientos. Gel agarosa 1,5% 
revelado con Sybr Safe®. 
 
La secuenciación de los amplímeros purificados dio como resultado electroferogramas con 
picos definidos y de buena calidad, indicando la eficiencia de la siembra por agotamiento 
en medio sólido (dos veces consecutivas), para obtener aislamientos posiblemente puros. 
Los ensamblajes de la región completa, de aproximadamente 1500pb se realizaron 
únicamente utilizando aquellas secuencias cuyo electroferograma arrojó alta calidad en 
cada base detectada.  
 
Las secuencias ensambladas se incluyeron en el Genbank y la búsqueda de secuencias 
de mayor similitud con Blast, para establecer el género y posible especie a los que 
pertenecen las cepas aisladas. Se confirmó que todas las bacterias identificadas 
corresponden al género Acidithiobacillus spp. (Tabla 9).  
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Tabla 9. Asignación de especies y código GenBank de las cepas nativas de acuerdo con la 
similitud con secuencias del gen 16S, encontradas en la base de datos EzBioCloud. Las 
cepas pendientes de asignación (N/A) son aquellas en las que hay gaps en la secuencia 16S. 
Cepa GenBank Acc Cod Especie 
IBUN Ppt12 MK159397.2 A. ferrianus 
IBUN Pt61114 Fe1 MG696179 A. ferridurans 
IBUN Pt61114 Fe2 MG696180 A. ferrooxidans 
IBUN Pt61114 Fe3 N/A A. ferridurans 
IBUN Pt61114 Fe5 MK159398 A. ferridurans 
IBUN Pt61114 Fe6 MK159399 A. ferridurans 
IBUN Pt359-10 N/A A. ferriphilus 
IBUN Pt1247 S1 MG696165 Acidithiobacillus sp. 
IBUN Pt1247 S3 MG696166.2 Acidithiobacillus sp. 
IBUN Pt1247 S6 MG696167 Acidithiobacillus sp. 
IBUN Pt1247 S8 MG696168 Acidithiobacillus sp. 
IBUN Pt1247 S10 MG696169 Acidithiobacillus sp. 
IBUN Pt1247 S11 MG696170 Acidithiobacillus sp. 
IBUN Pt1247 S12 MG696171 Acidithiobacillus sp. 
IBUN Pt1247 S14 MG696172 Acidithiobacillus sp. 
IBUN Pt1247 S15 MG696173 Acidithiobacillus sp. 
IBUN Pt1247 S16 MG696174 Acidithiobacillus sp. 
IBUN Pt1247 S17 MG696175 Acidithiobacillus sp. 
 
Pese a que la mayoría de enriquecimientos mostraron descenso de pH y aumento de 
potencial redox, indicativo de crecimiento de diferentes grupos taxonómicos, sólo se logró 
el aislamiento de cepas del género Acidithiobacillus sp. mesófilos, debido a la dificultad 
que representa el aislamiento en medio sólido de cepas puras de bacterias autótrofas 
acidófilas del género Leptospirillum spp. (Johnson y Hallberg, 2007), la principal razón es 
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la presencia de compuestos orgánicos producidos por los agentes gelificantes bajo 
condiciones ácidas, que son inhibidores de muchas bacterias oxidadoras de hierro (Liu et 
al., 2007). 
La secuenciación del gen 16S completo confirmó que el grupo de las bacterias oxidadoras 
de hierro aisladas, está relacionado filogenéticamente con A. ferrooxidans / A. ferridurans. 
Estas especies se caracterizan por contar con diversos mecanismos para la tolerancia a 
metales pesados, incluido el arsénico (Duquesne et al., 2003; Collinet y Morin, 1990). 
Dentro de este grupo de cepas llama la atención la cepa IBUN Ppt12, que mostró una 
similitud el 100% en el gen completo con la especie recientemente categorizada                     
A. ferrianus, con la cuál quedaron agrupadas en el mismo clado. Esta especie fue obtenida 
de un pozo geotermal en Grecia y sus propiedades metabólicas son ligeramente diferentes 
de A. ferrooxidans, A. ferriphilus y A. ferridurans (Norris et al., 2018: Norris et al., 2020). 
 
La reconstrucción taxonómica utilizando el algoritmo neighbor joining, reveló la divergencia 
de algunas de las cepas en posibles filotipos diferentes a las 9 especies reconocidas dentro 
del género Acidithiobacillus spp. (Figura 17), teniendo en cuenta que nuestra 
reconstrucción taxonómica, así como un estudio que incluyó a las cepas nativas (Zhang et 
al., 2019), no evidenció relación filogenética cercana entre las bacterias oxidadoras de 
azufre con A. thiooxidans ni con A. sulfuriphilus. Esta nueva especie, es desde el punto de 
vista fenotípico la más similar a las cepas nativas ya que fue aislada en drenajes circum-
neutrales y no es capaz de utilizar hierro como donador de electrones (Falagán et al., 
2019). De la misma manera que las dos especies anteriormente mencionadas, las cepas 
nativas son móviles (flageladas), carecen de la capacidad de oxidar hierro y pueden 
obtener energía únicamente de azufre, tiosulfato o tetrationado, por lo que se plantea la 
hipótesis que pueden hacer parte de un nuevo filotipo dentro del género Acidithiobacillus 
spp. junto con otras cepas que se han asignado en las bases de datos como A. thiooxidans 
(cepas ZMB y AAU) (Nareshkumar et al., 2008), pero que muestran mayor similitud con A. 
caldus, pese a haber demostrado su incapacidad de crecer a 37 °C o más.  
 
 
Capítulo 2 51 
 
 
Figura 17. Árbol taxonómico reconstruido a partir de más de 50 secuencias del gen 16S obtenidas en todo el mundo 
(Anexo E). Se incluyen las secuencias de las 9 cepas tipo reconocidas dentro del género (T) y la especie Thermithiobacillus 
tepidarius como grupo externo. La imagen fue generada utilizando el algoritmo neighbor-joining y visualizada en Itol 4.3 
(Letunic y Bork 2016). Los números en los nodos indican los valores bootstrap de 1000 réplicas (%). En recuadro de color 
azul se muestra cepa nativa oxidadora de hierro que forma un clado separado junto con la nueva especie A. ferrianus 
(Norris et al., 2020), en recuadros naranja las cepas nativas oxidadoras de hierro relacionadas filogenéticamente con       
A. ferrooxidans y A. ferridurans y en el recuadro verde las 11 cepas oxidadoras de azufre. 
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2.2.5 Tolerancia y adaptación a NaAsO2 en el medio de cultivo 
 
2.2.5.1 Bacterias oxidadoras de azufre 
La evaluación de concentración de NaAsO2 inhibitoria se llevó a cabo con 11 cepas de 
bacterias oxidadoras de azufre, debido a que tres de las cepas previamente aisladas no 
se lograron reactivar. Se consideró crecimiento en aquellos cultivos que se evidenció 
disminución del pH después de 7 días de incubación a 30 °C, 180 rpm (Anexo F). Aunque 
todas los aislamientos provienen del mismo cultivo y corresponden a la misma especie, se 
confirma que fenotípicamente hay diferencias entre cada cepa, teniendo en cuenta que las 
<cepas que mostraron mayor tolerancia lograron crecer a una concentración de NaAsO2 
de 50 mM en el medio de cultivo (Tabla 10) sin exposición previa al arsénico. 
Tabla 10. Concentración máxima de arsenito tolerada por las cepas de bacterias oxidadoras de 
azufre, sin exposición previa al metaloide y mediante proceso de adaptación por incrementos 
paulatinos.  




de NaAsO2 tolerada 
Concentración máxima de 
NaAsO2 por adaptación 
IBUN Pt1247 S1 50 mM 60 mM 
IBUN Pt1247 S3 50 mM 60 mM 
IBUN Pt1247 S6 30 mM 70 mM 
IBUN Pt1247 S8 40 mM 50 mM 
IBUN Pt1247 S10 30 mM 50 mM 
IBUN Pt1247 S11 30 mM 70 mM 
IBUN Pt1247 S12 30 mM 60 mM 
IBUN Pt1247 S14 50 mM 60 mM 
IBUN Pt1247 S15 50 mM 60 mM 
IBUN Pt1247 S16 40 mM 60 mM 
IBUN Pt1247 S17 40 mM 60 mM 
A. thiooxidans ATCC 19377 40 mM*  70 mM* 
 
 
Capítulo 2 53 
 
2.2.5.2 Bacterias oxidadoras de hierro 
 
La evaluación de concentración de NaAsO2 inhibitoria se llevó a cabo en 8 cepas de 
bacterias oxidadoras de hierro. Se consideró crecimiento en aquellos cultivos que se 
evidenció incremento del Eh después de 14 días de incubación a 30 °C, 180 rpm (Anexo 
F). La cepa que mostró mayor tolerancia logró crecer a una concentración de NaAsO2 de 
20 mM en el medio de cultivo, concentración en la que no hubo crecimiento por parte de 
la cepa de referencia Acidithiobacillus ferrooxidans DSMZ 14882 (Tabla 11). 
Tabla 11. Concentración máxima de arsenito tolerada por las cepas de bacterias oxidadoras de 




máxima de NaAsO2 
tolerada 
Concentración máxima 
de NaAsO2 por 
adaptación 
IBUN Ppt12 10 mM 30 mM 
IBUN Pt359-10 5 mM 20 mM 
IBUN Pt61114 Fe1 10 mM 40 mM 
IBUN Pt61114 Fe2 10 mM 30 mM 
IBUN Pt61114 Fe3 5 mM 30 mM 
IBUN Pt61114 Fe3S 5 mM 30 mM 
IBUN Pt61114 Fe5 20 mM 40 mM 
IBUN Pt61114 Fe6 5 mM 30 mM 
A. ferrooxidans DSMZ 14882 10 mM ND 
 
Una vez evidenciado crecimiento por parte de las cepas, se inocularon en medio T&K con 
una concentración mayor de NaAsO2, para establecer la capacidad de tolerancia por 
adaptación de cada cepa, hasta que no se evidenció crecimiento alguno. 
Aunque el análisis taxonómico confirmó que las cepas oxidadoras de azufre no 
corresponden A. thiooxidans, su tolerancia inicial a altas concentraciones de arsenito 
muestra una respuesta similar a esta especie, debido a que se demostró que tienen la 
capacidad de tolerar concentraciones de arsénico superiores a las toleradas por                    
A. ferrooxidans (Leng et al., 2009). 
54 Identificación de genes expresados diferencialmente durante la biooxidación de arsenopirita, por un consorcio de 
microorganismos aislados en una mina de Antioquia 
 
Las cepas mostraron la capacidad de adaptarse a incrementos paulatinos de arsénico en 
el medio de cultivo, según se ha demostrado al cultivar bacterias acidófilas de manera 
sucesiva con incrementos en la concentración de iones metálicos pesados, se logra reducir 
los efectos negativos que tiene el arsenito sobre el crecimiento microbiano (Hackl et al., 
1989; Ospina et al., 2012), por lo cual la concentración de arsenito tolerada mediante 
adaptación fue superior en todas las cepas frente a la concentración inicialmente evaluada.  
Un hallazgo importante fue la identificación de cepas nativas que pueden tolerar 
concentraciones superiores de arsenito en el medio de cultivo, en comparación con otras 
cepas reportadas y las cepas tipo ATCC 19377 y DSMZ 14882. Según (Collinet y Morin, 
1990), una concentración de arsenito de 38 mM es inhibitoria para A. ferrooxidans, por 
esta razón la posibilidad de obtener tolerancias de 40 mM en algunas de las cepas 
mediante adaptación, ofrece una alternativa interesante para su utilización en procesos de 
biooxidación de arsenopirita. 
2.3 Conclusiones 
Mediante el protocolo microbiológico convencional se logró el aislamiento de 7 cepas de 
bacterias oxidadoras de hierro y de 11 cepas de bacterias oxidadoras de azufre a partir 
muestras de drenajes neutros provenientes de la mina de oro el Zancudo. Todas las cepas 
aisladas pertenecen al género Acidithiobacillus spp. y, teniendo en cuenta el porcentaje de 
similitud en la secuencia del gen 16S, se plantea la hipótesis que las bacterias oxidadoras 
de azufre podrían considerarse un nuevo filotipo dentro del género. 
Teniendo en cuenta que se realizó un screening mediante selección con arsénico, todas 
las cepas muestran tolerancia al metaloide, confirmándose su capacidad para adaptarse a 
concentraciones hasta de 70 mM de arsenito, cuando son expuestas de manera paulatina 
a incrementos del compuesto en el medio de cultivo. Debido a esto, pueden considerarse 
cepas con potencial de uso en la biooxidación de minerales refractarios como la 
arsenopirita.  
A la fecha las cepas con potencial biotecnológico se conservan de manera satisfactoria en 
la colección de genes y cepas del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de 
Colombia, manteniendo su estabilidad metabólica.  
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3. Biooxidación de arsenopirita en Matraz 
utilizando un consorcio de 
Acidithiobacillus sp.  
Resumen 
Se seleccionaron algunas de las cepas nativas oxidadoras de hierro capaces de tolerar la 
presencia de arsenito de sodio (As+3), en concentraciones superiores a las que se han 
reportado para cepas tipo, con el fin de establecer su potencial para oxidar arsenopirita 
proveniente del municipio de Anorí, Antioquia. Posteriormente, se evaluó el efecto de 
adicionar cepas oxidadoras de azufre en proporción 1:1, confirmándose con todas las 
cepas que no se afectó la oxidación de mineral, sino que se favoreció la estabilidad del pH 
ácido y se redujo la fase lag, por lo que se planteó que los cocultivos mostraban un 
comportamiento simbiótico. Teniendo en cuenta la velocidad de crecimiento específico, se 
definieron las dos cepas de bacterias nativas para conformar un consorcio con el que 
posteriormente se establecieron los genes expresados diferencialmente durante la 
biooxidación de arsenopirita. La cepa de bacterias oxidadoras de hierro seleccionada 
correspondió al aislamiento de Acidithiobacillus ferrianus (IBUN Ppt12) y el aislamiento de 
bacterias oxidadoras de azufre seleccionado fue la cepa Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-
S3. El consorcio de bacterias nativas demostró capacidad de tolerar concentraciones de 
arsénico (As+3) en el medio de cultivo superiores a 30 mM mediante proceso de adaptación 
y evidenció la lixiviación de hierro y arsénico en presencia de mineral constituido en más 
de un 75 % de arsenopirita. Utilizando concentraciones de pulpa hasta del 10 %, el 
consorcio fue capaz de oxidar el mineral en un tamaño de ~75 µM en matraces de 250 mL, 
con 100 mL de medio de cultivo 9K, a 30 °C y agitación de 180 rpm, logrando obtener con 
reproducibilidad potenciales redox (Eh) superiores a los 530 mV y un pH inferior a 1.5, una 
vez alcanzada la fase estacionaria.  
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3.1  Metodología  
Se diseñaron diferentes experimentos con el objetivo de determinar la capacidad de 
oxidación de mineral proveniente de Antioquia por parte de las cepas nativas, con base en 
la metodología descrita por Ospina et al., (2012). Una vez establecidas las condiciones de 
cultivo se realizaron nuevos ensayos para evidenciar la reproducibilidad del proceso 
mediante ensayos de biooxidación en Matraz para cultivos puros y mixtos. De esta forma 
se logró definir un consorcio conformado por una cepa oxidadora de hierro y una oxidadora 
de azufre, capaces de mantener una tasa de disolución de hierro y arsénico constantes 
con un porcentaje de pulpa máximo de 10 %, mediante la adaptación a incrementos 
progresivos del mineral. 
Todos los ensayos de biooxidación de arsenopirita fueron realizados en matraces de cuello 
ancho de 250 mL, con 100 mL de medio, incubados a 30 °C, en agitador orbital, a 180 rpm. 
Como controles se emplearon dos matraces con medio y mineral, sin bacterias. 
 
 Medios de cultivo (ajustados a pH 1.8 con H2SO4) 
 
 Medio 9K (Silvermann y Lundgren, 1959): 
(NH4)SO4……….. 3 g.L-1 
MgSO4.7H2O…… 0,5 g.L-1 
K2HPO4…………..0,5 g.L-1  
KCl………………..100 mg.L-1 
Ca(NO3)2.4H2O…..14 mg.L-1 
   
Medio T&K (Modificado de Tuovinen y Kelly, 1974): 
(NH4)SO4……….. 0,5 g.L-1 
MgSO4.7H2O…… 0,5 g.L-1 
K2HPO4…………. 0,5 g.L-1  
 
 Suplementos 
a. Solución de minerales traza pH 2 (TES): ZnSO4.7H2O 0.1 g/L, CuSO4.5H2O 
0.05 g/L, MnSO4.5H2O 0.15 g/L, H3BO3 0.2 g/L, Na2MoO4.2H2O 0.085 g/L, 
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CoCl2 0.1 g/L. 10mL por 1L medio. 
b. FeSO4.7H2O pH 1.5: 10 - 33,3 g.L-1  
c. S0: 5 – 10 g.L-1  
 
 Métodos analíticos:  
Cuantificación de Hierro: Método colorimétrico de 1,10-fenantrolina (Anexo G) 
Cuantificación de Sulfatos: Método turbidimétrico de BaCl2 (Anexo H) 
Cuantificación de Arsénico: EAA-acoplada a hidruros 
 
 Recuento celular: conteo directo en cámara de Neubauer utilizando microscopio de    
contraste de fases. 
 
3.1.1 Caracterización mineralógica de la arsenopirita 
Debido al alto contenido de arsenopirita en el mineral refractario proveniente del municipio 
de Anorí (Antioquia), este fue seleccionado para los experimentos de biooxidación (Figura 
18). 
 
Figura 18. Fragmento de arsenopirita proveniente de mina de oro en el municipio de Anorí (Antioquia). 
Macroscópicamente se evidencia la presencia de gran cantidad de arsenopirita (Aspy) mezclada con cuarzo 
(Qz). 
 
3.1.1.1 Preparación de sección pulida 
Se elaboró una sección pulida de la roca, antes de someter el mineral al proceso de 
molienda y trituración. Un fragmento de 2x1,5x1 cm se fijó en resina epóxica, en donde fue 
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desbastado utilizando carburo de silicio N°200, 400, 600, 1000, 1200 y 2400, para 
finalmente ser pulido utilizando alúmina de granulometría 3, 1 y 0.05 μm, en un paño de 
Microcloth PSA de 8”, durante 20 min, para cada tamaño de grano. 
 
3.1.1.2 Microscopía óptica de luz plana polarizada (MOLPP) 
La caracterización mineralógica inicial fue realizada de manera cualitativa mediante 
microscopía óptica de luz plana polarizada, modo luz reflejada, utilizando un microscopio 
óptico marca Leitz® Laborolux 11POL, con objetivos de aumento de 10X y 20X en aire y 
32X y 50X de inmersión en aceite, con el fin de identificar las fases presentes, haciendo 
énfasis en las texturas presentes. 
 
3.1.1.3 Difracción de rayos X (DRX)  
Los análisis se realizaron empleando un difractómetro marca Bruker D2 PHASER® con una 
velocidad de barrido de 2°/min, modo continuo y radiación Cu λ= 1.5406 Å, radiación 
generada 35 kV y 30 mA. Los espectros se analizaron por medio del software Diffrac Plus 
Eva. La cuantificación de las fases en la muestra fue realizada de manera cualitativa debido 
a inconvenientes para realizar análisis cuantitativo, como la falta de estequiometría 
comúnmente reportada para este tipo de compuestos, las amplias series de solución sólida 
entre fases, así como la entrada de diversos elementos en su estructura, además de la 
presencia de minerales amorfos. 
3.1.2 Oxidación del mineral utilizando cepas oxidadoras de hierro 
El material mineral previamente caracterizado, se sometió a un proceso de trituración y 
molienda para conseguir tamaños de partícula de ~75 μm (malla 200, serie Tyler). El 
mineral resultante fue esterilizado en autoclave a 16 psi, por 20 min y se dejó secar antes 
de adicionar al medio de cultivo.  
 
Las cepas oxidadoras de hierro A. ferrianus IBUN Ppt12, A. ferrooxidans IBUN Fe2 y            
A. ferridurans IBUN Fe5 se activaron en medio T&K, a un pH de 1.8, suplementado con 
FeSO4 33,3 g.L-1 y TES, se incubaron hasta alcanzar una densidad celular entre 107–108 
cel/mL y se inocularon por duplicado al 5 % (v/v), en 90 mL de medio T&K, pH 1.8, con un 
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porcentaje de pulpa del 10 %. Las curvas de crecimiento se realizaron tomando muestreos 
desde el día 0 hasta el día 21 cada tres días, a partir de alícuotas de 3 mL del cultivo. De 
cada muestra se tomaron medidas de pH, potencial redox y conteo celular.  
 
Tras realizar centrifugación a 3000 rpm, por 5 min, para separar la biomasa y material 
precipitado, se recuperó el sobrenadante y se determinó la concentración de Fe(II), Fe(III), 
Fe total y sulfatos en solución. El volumen restante fue diluido en solución de ácido nítrico 
1N para cuantificación de arsénico total.  
3.1.3 Oxidación del mineral utilizando cultivos mixtos 
Las cepas Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S1, Pt1247-S3 y Pt1247-S15 se activaron en 
medio 9K, a un pH de 2.5, suplementado con S0 10 g.L-1 y TES, incubándose hasta 
alcanzar una densidad celular entre 107–108 cel/mL y se resuspendiéndose en medio 9K 
fresco, a pH 1.8. 
 
La cepa A. ferrianus IBUN Ppt12 fue activada en medio T&K, a pH 1.8, suplementado con 
FeSO4 33,3 g.L-1 y TES, incubándose hasta alcanzar una densidad celular entre 107–108 
cel/mL y se llevó a la misma concentración de las cepas Acidithiobacillus sp., utilizando 
medio 9K fresco a un pH de 1.8. 
 
Se preparó un inóculo para cada cultivo mixto, con 5 mL de cada cepa resuspendida en la 
misma concentración celular (proporción 1:1) y se inocularon por duplicado al 10 % (v/v), 
en 90 mL de medio 9K, a pH 1.8, con un porcentaje de pulpa del 10 %. 
 
Las curvas de crecimiento se realizaron tomando muestreos desde el día 0 hasta el día 
24, cada tres días, a partir de alícuotas de 3 mL del cultivo. De cada muestra se tomaron 
medidas de pH, potencial redox y conteo celular. Tras realizar centrifugación a 3000 rpm 
por 5 minutos se colectó el sobrenadante y se conservó para cuantificación de elementos 
lixiviados, como se describió anteriormente. 
 
El material precipitado fue secado para realizar análisis mediante espectroscopía de 
infrarrojo (FTIR) con el fin de confirmar la generación nuevas fases durante el proceso de 
biooxidación. Para esto se emplearon 2 mg de muestra en 200 mg de KBr. El número total 
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de scans fue 20, con resolución espectral de 4 cm-1, en un rango de longitud de onda de 
400-4000 cm-1 con corrección Happ-Henzel. Los espectros fueron tratados utilizando el 
software Shimadzu IRsolution 1.3/2005. 
 
El cultivo mixto en el que se obtuvieron recuentos celulares superiores a 9x108 células/mL 
en el menor tiempo (según tasa específica de crecimiento -µ-), con potenciales redox (Eh) 
superiores a 500 mV y un pH entre 1.4 y 1.6 fue definido como consorcio de cepas nativas 
dados los resultados observados y se seleccionó para realizar ensayos de adaptación al 
mineral.   
 
3.1.4 Ensayo de adaptación con el consorcio de cepas nativas 
 
La preparación de los inóculos se realizó activando las cepas A. ferrianus IBUN Ppt12 en 
medio T&K, a pH 1.8, suplementado con FeSO4 33,3 g.L-1 y la cepa Acidithiobacillus sp. 
Pt1247-S3 en medio 9K, a pH 2.5, con S0 10 g.L-1. Al obtener una densidad celular entre 
107–108 cel/mL, se llevaron a la misma concentración diluyendo el cultivo con mayor 
número de células con medio 9K estéril, a pH 1.8, por triplicado. 
 
El consorcio fue inoculado en una concentración 10 % (v/v), en medio 9K, suplementado 
con FeSO4 20 g.L-1 más S0 2,3 g.L-1 y FeSO4 20 g.L-1 más K2S4O6 1.5 g.L-1, por separado. 
Para determinar la curva de crecimiento, se realizaron muestreos desde la hora 0 hasta la 
hora 72, cada 12 h, a partir de las 24 h de incubado, a partir de alícuotas de 3 mL del 
cultivo. De cada muestra se tomaron medidas de pH y potencial redox. 
 
A partir del cultivo en el que se obtuvo mayor concentración celular a las 72 h, se iniciaron 
los ensayos de adaptación al mineral, con base en la metodología descrita por Ospina et 
al. (2012).  
 
 En el primer subcultivo se empleó una concentración de pulpa del 2 %, en medio 
9K, con adición de FeSO4 10 g.L-1 y S0 1,15 g.L-1. Se realizaron muestreos desde 
el día 0 hasta el día 8, cada 2 días, a partir de alícuotas de 3 mL del cultivo. De 
cada muestra se tomaron medidas de pH y potencial redox.  
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 A partir de este subcultivo se realizó inoculación al 10 %, en medio 9K, con una 
concentración de pulpa del 5 %. Se realizaron muestreos desde el día 0 hasta 
el día 14, tomando alícuotas de 3 mL del cultivo, en los días 2, 4, 6, 8, 11 y 14.  
 
 Una vez las células alcanzaron fase exponencial tardía en el día 7, se realizó 
inoculación al 10 %, en medio 9K, con una concentración de pulpa del 10 %. Se 
realizaron muestreos desde el día 0 hasta el día 14, tomando alícuotas de 3 mL 
del cultivo, en los días 3, 6, 8, 10, 12 y 14.  
 
Finalmente, 2 mL del material muestreado en los ensayos con porcentaje de pulpa de 5 y 
10 %, fue centrifugada a 3000 rpm, por 5 min, para separar la biomasa y material 
precipitado. Adicionalmente, 1 mL del sobrenadante se recuperó para determinar la 
concentración de Fe(II), Fe(III), Fe total y sulfatos en solución. El volumen restante fue 
diluido en solución de ácido nítrico 1N, para cuantificación de arsénico total. 
  
3.2 Resultados 
3.2.1 Caracterización mineralógica del mineral proveniente de Anorí, 
Antioquia 
En el análisis petrográfico mediante microscopía óptica de luz reflejada de un fragmento 
de roca dura se pudieron observar cristales de arsenopirita con pequeñas inclusiones y 
fragmentos de minerales de la ganga (Figura 19). Los cristales de arsenopirita mostraron 
formas angulosas y romboedrales. No se lograron identificar estructuras correspondientes 
a inclusiones de otros sulfuros metálicos. 
 
De acuerdo con las observaciones de la sección pulida al microscopio óptico de luz plana 
polarizada, modo luz reflejada, se constató que las fases minerales predominantes, son 
arsenopirita y cuarzo. En la sección pulida obtenida no fue posible determinar la presencia 
de granos de oro libres o como inclusiones en la arsenopirita ni en la ganga. 
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Figura 19. Imágenes de microscopía óptica de luz plana polarizada, modo luz reflejada (MOLPP/LR), para 
fragmento de roca. Se observan cristales euhedrales de arsenopirita (color blanco) sin inclusiones de otros 
sulfuros metálicos. 
 
El difractograma de rayos-X de la muestra molida a pasante malla Tyler 200 constató la 
presencia de arsenopirita como mineral predominante (~74 %). Los minerales de la ganga 
identificados fueron: silicatos como el cuarzo (en cantidades mayores) y moscovita (en 
cantidades menores) (Anexo I). 
3.2.2 Oxidación del mineral con cepas oxidadoras de hierro 
Debido a su capacidad para crecer con una alta concentración de NaAsO2 sin adaptación 
previa, las cepas IBUN Ppt12, Pt61114-Fe2 y Pt61114-Fe5 fueron seleccionadas para 
realizar las curvas de crecimiento en medio T&K con arsenopirita, durante 21 días. Las tres 
cepas evaluadas utilizaron la arsenopirita como fuente de energía, debido a que el medio 
no contenía ninguna fuente adicionada de iones hierro(+2) y al cabo de algunos días de 
incubación a 30 °C y 180 rpm, se pudo apreciar la formación de precipitados en el medio, 
caracterizados por un color amarillo-ocre (Figura 20). 
La capacidad oxidativa de las cepas se confirmó a través de los parámetros de crecimiento 
determinados. Se logró establecer un aumento en el número de células en fase planctónica 
hasta alcanzar concentraciones alrededor de 108 cel/mL (Figura 21), siendo la cepa A. 
ferrianus IBUN Ppt12 la que mostró mayor velocidad específica de crecimiento y un tiempo 
de generación de 37 h. El crecimiento exponencial fue evidenciado desde el día de 
inoculación hasta el día 9 de incubación únicamente para la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12, 
con la cual tampoco se observó fase lag evidente dentro de los primeros tres días de 
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incubación, indicando una respuesta rápida a la presencia de FeAsS. En las cepas IBUN 
Pt6114-Fe2 y Fe 5, no se pudo evidenciar una clara fase exponencial, debido a que entre 
el día 3 y 6 no hubo incremento significativo de la concentración celular. 
 
 
Figura 20. Medio T&K con arsenopirita al 5 % (w/v). Se observa la aparición de una coloración amarillosa-
ocre (jarosita y otros compuestos férricos) en los matraces inoculados con la cepa, días después de 




Figura 21. Valor promedio ± desviación estándar de la concentración celular de las cepas oxidadoras 
de hierro. Se estableció el número de células en fase planctónica mediante conteo en cámara de 
Neubauer. En la curva de crecimiento se observa que los cultivos alcanzan la fase estacionaria, sin 
apreciarse una fase de muerte aparente a los 21 días de incubación. Ensayos realizados por 
duplicado.  
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Los valores de pH muestran para todas las cepas y en el control sin bacterias, un ligero 
incremento inicial debido al consumo de H+ causado por la disolución en medio ácido del 
mineral evaluado en el presente trabajo, para luego estabilizarse alrededor de 1.7 por la 
producción biogénica de hidrones (Schippers et al., 2014).  Con respecto a los valores de 
ORP, este alcanza valores superiores a 500 mV, como consecuencia de la oxidación del 
hierro lixiviado, mostrando un comportamiento similar al que se había documentado con la 




Figura 22.  Comportamiento de las cepas oxidadoras de hierro en medio con FeAsS 5%. Valor promedio ± 
desviación estándar de (a) Variación del potencial redox (Eh) y (b) del pH durante la biooxidación de 
arsenopirita en presencia de las bacterias nativas tolerantes a arsénico. Ensayos realizados por duplicado. 
Como control se empleó el medio sin inocular. 
a 
b 
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Vale la pena observar que el aislado donde se vio mayor oxidación (color ocre más 
acentuado en Figura 20), A. ferrianus IBUN Ppt12, es en el que menos se subió el pH y es 
el que mostró la mejor cinética con relación a los iones lixiviados (Fe, As, S), también es 
el que logró estabilizar de forma más rápida el pH y en el que se observó incremento más 
rápido del Eh, concomitantemente con la fase de crecimiento exponencial. 
Durante la biooxidación de arsenopirita, son lixiviados iones ferrosos, arsénico y sulfuros 
en el medio de cultivo, de forma mucho más rápida que cuando no hay presencia de 
microorganismos, lo cual se evidenció mediante la cuantificación de hierro total, arsénico 
total y sulfatos en solución, que aumentaron durante los 21 días de oxidación (Figura 23; 
Anexo J). Este aumento de metales en solución fue muy leve en los primeros cinco días 
en comparación con un súbito incremento que se hizo evidente a partir del sexto día con 
las cepas A. ferrooxidans P6114-Fe2 y A. ferridurans P61114-Fe5, con las que se 
evidenció una fase lag al inicio de los ensayos (cuando es insignificante la presencia de 
Fe, As y   SO4-), mientras que la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12 solo mostró esa fase lag 
hasta el dia 3, en concordancia con los resultados de concentración celular y ORP. 
Las diferencias en lixiviación se hacen insignificantes a partir del día 15 cuando las tres 
cepas ya se encuentran en fase estacionaria y durante el resto de la biooxidación, cuando 
se observó que la concentración de elementos en el medio no sufrió variación. 
 
Teniendo en consideración que los resultados de lixiviación mostraron comportamientos 
similares en los tres cultivos, se decidió seleccionar la cepa IBUN Ppt12 debido a que 
muestra una mínima fase lag en presencia del mineral y presentó la mayor velocidad 
específica, lo que sugiere que esta cepa tiene una eficiente capacidad de adaptación a las 
condiciones cambiantes en el medio de cultivo durante la biooxidación de arsenopirita.   
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Figura 23. Lixiviación de elementos durante la biooxidación de FeAsS al 5 %. Valor promedio ± desviación 
estándar de (a) Concentración de hierro total, (b) de sulfato y (c) de arsénico total, durante la biooxidación de 
arsenopirita en presencia de las bacterias nativas tolerantes a arsénico. Las concentraciones se estimaron a 
partir del promedio de las réplicas, sustrayendo las concentraciones cuantificadas en los controles sin adición 
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3.2.3 Oxidación del mineral con cultivos mixtos 
Debido a su capacidad para crecer con una alta concentración de NaAsO2 sin adaptación 
previa, las cepas Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S1, S3 y S15 fueron seleccionadas 
para evaluar su actividad en cultivo mixto con la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12, en 
proporción 1:1. El seguimiento al proceso de biooxidación de arsenopirita se llevó a cabo 
por duplicado, en medio 9K con arsenopirita, con una concentración de pulpa del 10 %, 
durante 24 días. 
 
Las tres cepas evaluadas de Acidithiobacillus sp. no incidieron negativamente en la 
capacidad de la cepa IBUN Ppt12 para utilizar la arsenopirita como fuente de energía 
debido a que, al cabo de algunos días de incubación, a 30 °C y 180 rpm, se pudo apreciar 
la formación de precipitados en el medio (Figura 24).  
 
 
Figura 24. Medio 9K con Arsenopirita al 10% (w/v). Se observa la aparición de precipitados de hierro 
(amarillos-ocre) en los matraces inoculados con los cultivos mixtos días después de incubados, mientras el 
control negativo a la izquierda no tiene cambio de color.  
 
La capacidad oxidativa de los cultivos mixtos se confirmó a través de los parámetros de 
crecimiento determinados. Se logró establecer un aumento en el número de células en 
fase planctónica hasta alcanzar concentraciones superiores a 1x109 cel/mL en los cultivos 
mixtos (Figura 25), pero no se observó una evidente fase exponencial, debido a que entre 
los días tres y seis el incremento celular fue escaso, en comparación con los primeros tres 
días. Todas las combinaciones de A. ferrianus IBUN Ppt12 con cepas oxidadoras de azufre 
lograron alcanzar la fase estacionaria entre los días 9 y 12, con concentraciones celulares 
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superiores a la que se estableció para el cultivo con la oxidadora de hierro. 
 
El cultivo mixto con el que se obtuvo la mayor concentración celular a los 9 días de 
incubación fue el conformado por A. ferrianus IBUN Ppt12 con la cepa Acidithiobacillus sp. 
Pt1247 S3, día en el que hipotéticamente alcanzó la fase estacionaria. Teniendo en cuenta 
los resultados, este cultivo arrojó la mayor velocidad específica de crecimiento y mostró un 
tiempo de duplicación de 23 h. De la misma manera que en el cultivo puro, con una 
concentración de arsenopirita del 5 %, en el día 3, donde se realizó la primera medición de 
concentración celular, no se apreció una clara fase lag, pero en esta ocasión sí logró 
evidenciarse el inicio de la fase de muerte después de los 21 días de incubación. 
 
 
Figura 25. Valor promedio ± desviación estándar de la concentración celular de los cultivos mixtos por 
duplicado. Se estableció el número de células en fase planctónica mediante conteo en cámara de Neubauer.  
 
Los valores de pH muestran la principal diferencia entre los cultivos mixtos y el cultivo puro, 
debido a que la presencia de bacterias oxidadoras de azufre incidió positivamente por el 
constante descenso del pH durante los primeros 9 días, para luego estabilizarse alrededor 
de 1.7. En cambio, en el cultivo puro se presentó un fuerte incremento de pH (Figura 26). 
Por este motivo en los días 6 y 9 se le adicionó H2SO4 (en igual proporción que al control 
negativo), para optimizar las condiciones de crecimiento de la cepa y poder comparar los 
datos frente a los obtenidos en los cultivos mixtos.  
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En la biooxidación del mineral se pudo observar un incremento de potencial redox (Eh) a 
valores alrededor de los 500 mV, que evidenció la lixiviación de iones hierro tras 12 días 
de incubación en los cultivos mixtos, mientras que el control sin inoculación no supero en 
ningún momento los 420 mV. Por su parte, el Eh del cultivo puro tardó al menos 21 días 
en alcanzar estos valores (Figura 27).  
  
Figura 26. Variación en pH en los cultivos mixtos. Valor promedio ± desviación estándar de la lectura de pH 
por duplicado en los cultivos. El incremento de pH evidenciado en el cultivo puro A. ferrianus Ppt12 así como 
en el control, fue controlado con la adición de H2SO4 los días 6 y 9 de la biooxidación (indicado por flechas). 
Como control se empleó el medio sin inocular. 
 
 
Figura 27. Variación de potencial redox en los cultivos mixtos. Valor promedio ± desviación estándar de la 
lectura de Eh por duplicado de los cultivos. Ensayos realizados por duplicado. Como control se empleó el 
medio sin inocular. 
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Durante la biooxidación de arsenopirita se evidenció el aumento en la concentración de los 
elementos que la componen en el medio de cultivo, mediante la cuantificación de arsénico 
total, hierro total y sulfatos en solución, los cuales se incrementaron durante los 12 días 
iniciales del proceso (Figura 28). El arsénico aumentó hasta el día 12, después del cual se 
estabilizó y a partir del día 18 se determinó una reducción.  El Hierro por su parte, aumentó 
durante todo el tiempo hasta el final del ensayo. Los sulfatos, como indicadores del azufre 
lixiviado, aumentaron hasta el día 12, manteniéndose constantes hasta el final del ensayo. 
 
No obstante, es necesario recalcar que la cuantificación se realizó únicamente en el 
sobrenadante y las cantidades totales varían de acuerdo con la concentración de los 
elementos presentes en los precipitados. 
 
Con base en los datos obtenidos de tiempo en fase lag, velocidad específica de 
crecimiento, así como el de potencial redox y metales en solución, se definió el consorcio 
nativo a partir del cultivo mixto en proporción 1:1 de las cepas A. ferrianus IBUN Ppt12 y 
Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3, debido a que los resultaros indicaron una actividad 
sinérgica para la oxidación del mineral, en comparación con el cultivo axénico, y con una 
hipotética respuesta más rápida a la exposición al mineral, frente a los otros cultivos mixtos 
(Anexo K). 
Finalmente se realizó caracterización mineralógica de la arsenopirita tras los 24 días de 
biooxidación, mediante espectroscopía de infrarrojo (FTIR), con el fin de detectar e 
identificar las nuevas fases generadas durante el proceso biológico. El espectro obtenido 
en el cultivo mixto Ppt12+S3 se superpuso y comparó frente al espectro del control sin 
inoculación, evidenciándose los cambios generados sobre el material debido a la actividad 
biológica (Figura 29).  





Figura 28. Lixiviación de los elementos en cultivos mixtos con FeAsS 10 %. Valor promedio ± desviación estándar de (a) 
Arsénico cuantificado en solución (b) hierro total en solución y (c) variación de la concentración de sulfatos en solución 
(sulfatos producidos por efecto de la lixiviación: promedios de los valores cuantificados para las réplicas en cada cultivo - 
concentraciones cuantificadas en los controles sin adición de microorganismos + concentración inicial). Ensayos realizados 
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Figura 29. Espectos de FTIR del mineral biooxidado por el consorcio A. ferrianus IBUN Ppt12 + 
Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3 (azul) y el mineral del control negativo (verde).  NH4+: Amonio-Jarosita, 
vNH: banda de vibración típica de la deformación del agua en la amoniojarosita, AsO43-: Jarosita Arseniosa, 
SO4-2: Jarosita, FeAsS: Arsenopirita,  Fe-O: Arsenato férrico de baja cristalinidad. 
 
La biooxidación del consorcio sobre el mineral pudo evidenciarse por la presencia de 
bandas en el espectro que no se detectaron para el mineral del control, como en el rango 
de frecuencias 1620–1640 cm-1, dónde se apreció una banda de deformación del agua en 
la jarosita / arseno-jarosita. Claramente se pueden observar bandas de jarosita entre las 
frecuencias 1120–1190 cm-1 del modo vibracional v3 de SO42-, así como el modo v4 
alrededor de 612 cm-1 y el modo v2 a 513 cm-1. Se puede ver que la banda alrededor de 
1025-1038 cm-1 atribuida a la absorbancia desplegada por la arsenopirita, presenta algún 
tipo de variación, ocasionada en la estructura del mineral tras su biooxidación por el 
consorcio. 
 
3.2.4 Adaptación del consorcio a incrementos progresivos de mineral 
Una vez formulado el consorcio nativo con las cepas A. ferrianus IBUN Ppt12 y 
Acidithiobacillus sp. IBUN Pt 1247-S3, en una proporción 1:1, se llevaron a cabo ensayos 
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de oxidación del mineral por triplicado, con el objetivo de evidenciar la adaptación del 
consorcio a incrementos progresivos de arsenopirita, en el medio de cultivo y demostrar 
reproducibilidad en los resultados.  
Tras la activación individual de cada una de las cepas, los cultivos se llevaron a una 
concentración aproximada de 1x108 cel/mL y se inocularon 5 mL de cada una, a 90 mL de 
medio 9K, con TES, sin adición de arsenopirita (Cultivo 1). Como fuente de energía se 
emplearon concentraciones molares iguales de FeSO4 con S0 y FeSO4 con K2S4O6, con el 
fin de definir la combinación más adecuada de donadores de electrones para inducir el 
crecimiento de las células en cultivo mixto y estabilizar el consorcio antes de la primera 
exposición al mineral. El seguimiento de los cultivos se realizó por 72 h, tomando 
mediciones cada 12 h, a partir de 24 h (Figura 30). 
El recuento celular indicó que cuando se proporcionó azufre como donador de electrones, 
a las 24 h de realizada la inoculación las células ya habían iniciado crecimiento exponencial 
y el cultivo alcanzó la fase estacionaria después de 48 horas de incubación. El potencial 
redox fue consistente con la curva de crecimiento ya que indicó un aumento exponencial 
entre la hora 24 y 48, llegando a un máximo de 602 mV. En cuanto al pH no se observó 
disminución hasta el intervalo entre las 48 y 72 h, en las cuales se igualó al pH inicial (1.8), 
pero la regulación sobre el pH fue mucho más evidente en comparación con los cultivos 
inoculados en medio con K2S4O6 como donador de electrones. Teniendo en cuenta estos 
resultados se continuó la siguiente fase de la adaptación, utilizando azufre como donador 
de electrones. 
A partir del cultivo 1 se realizó la inoculación del primer subcultivo (Subcultivo 1), tomando 
10 mL de inóculo en medio 9K con una concentración de FeSO4 y azufre 50 % menor al 
cultivo 1, pero con adición de la arsenopirita previamente caracterizada, molida y 
esterilizada en porcentaje de pulpa del 2 %, para iniciar la adaptación físico-química al 
mineral. Las mediciones de parámetros de actividad fueron realizadas cada 48 horas, 
durante 8 días de incubación. 
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Figura 30. Resultados obtenidos por triplicado en el cultivo 1, comparando dos diferentes donadores de 
electrones (Azul – S0 / Rojo – K2S4O6). Valor promedio ± desviación estándar de (a) recuento celular, (b) 
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El subcultivo 1 inició con una concentración celular mayor que el cultivo 1, debido a que el 
inóculo tenía mayor densidad celular en comparación con las células activadas, lo cual 
favoreció alcanzar una población final cercana a 1x109 cel/mL (Figura 31).  
 
Figura 31. Valor promedio ± desviación estándar del recuento celular realizado por triplicado al Subcultivo 1 
en medio 9K con adición de FeSO4 10 g.L-1, S0 1,15 g.L-1 y FeAsS 2 %. 
 
En este subcultivo se pudo apreciar un crecimiento diaúxico, debido a que durante los días 
2 a 4 se evidenció una tendencia similar a la fase lag, posiblemente tras el agotamiento del 
FeSO4 y azufre como fuentes de energía y que indicaron el inicio de la oxidación de la 
arsenopirita. Tampoco se apreció con claridad fase estacionaria, pues aparentemente la 
fase de muerte inició entre los días 6 a 8. Sin embargo, los potenciales redox y pH no 
reflejaron dicho comportamiento, pues su tendencia se mantuvo durante los 8 días de 
seguimiento a la biooxidación (Figura 32).  
Tras 8 días de proceso, el consorcio alcanzó el potencial redox más alto, con un valor 
promedio de 568 mV, cuando el pH se había estabilizado desde el día 6 en 1.8. Este cultivo 
de 8 días fue utilizado como inóculo para el Subcultivo 2, al cual se le adicionó únicamente 
arsenopirita como fuente de energía, en una concentración de pulpa del 5 % w/v, y se 
incubó hasta que se apreció la fase de muerte celular. En este cultivo se tomaron 
mediciones de hierro, arsénico y sulfatos en solución, cada dos días. 
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Figura 32. Valor promedio ± desviación estándar de los resultados obtenidos por triplicado en el Subcultivo 1 
(a) Potencial óxido-reducción -Eh- y (b) Variación en el pH. Como control se evaluó medio sin inocular. 
A diferencia de los cultivos de biooxidación iniciales en los que no se apreció fase lag 
porque se realizaron mediciones cada 3 días, en el subcultivo 2 se identificó esta fase entre 
el día 0 y el día 2 (Figura 33). La fase exponencial tardía se alcanzó entre el día 7 y 8, 
cuando se estableció una concentración celular cercana a 1x109 cel/mL con el valor más 
alto de potencial redox (promedio en 556 mV) y un pH de 1.8, que continuó descendiendo 
hasta el día de la medición final. La fase estacionaria se observó desde el día 9 hasta el 
día 12, después del cual se observó fase de muerte hasta el día 14. Las mediciones de 
potencial redox y pH coinciden con el comportamiento descrito por el recuento celular, 










Figura 33. Promedio de los resultados obtenidos por triplicado en el Subcultivo 2, arsenopirita 5 % durante 
14 días de incubación 30 °C, 180 rpm. Valor promedio ± desviación estándar de (a) Concentración celular, 
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El descenso de pH observado en el medio control sin inoculación, casi equivalente a la 
disminución producida por Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3 en el consorcio (Figura 
33c), es particularmente atípico, debido a que los ensayos con este mineral siempre 
demostraron un incremento de pH al iniciar la disolución del mineral.  
La cuantificación de hierro, arsénico y sulfatos en solución mostró un perfil similar al de la 
curva de crecimiento celular, aunque para hierro y arsénico se pudo apreciar una 
disminución en la concentración final de los metales, posiblemente debido a su 
precipitación con jarosita (Figura 34). 
En comparación con el cultivo puro evaluado en medio con arsenopirita al 5 %, las 
concentraciones de hierro y arsénico alcanzadas para los días 6 y 11, respectivamente, 
fueron superiores cuando se biooxidó el mineral con el consorcio. Sin embargo, estas 
concentraciones disminuyeron en el día 14. La generación de sulfatos máxima también fue 
alcanzada en el día 8 de la biooxidación. 
El inóculo tomado para dar inicio al subcultivo final con 10 % de arsenopirita (Subcultivo 3) 
se sustrajo el día 7 de la biooxidación, cuando el conteo celular y el potencial redox 
indicaron que el consorcio se encontraba en fase exponencial tardía.  
24 horas antes de realizar la inoculación con concentración de pulpa del 10 %, se adicionó 
el mineral estéril a 90 mL de medio 9K, a un pH de 1.2, lo cual resultó adecuado ya que al 
inocular el consorcio y realizar medición, el pH inicial fue de 1.8, lo que favoreció la etapa 
inicial de la biooxidación pues se logró reducir la fase lag y en el tercer día de evaluado el 
proceso el consorcio ya se encontraba en fase exponencial (Figura 35). El seguimiento de 
la biooxidación fue realizado durante 14 días, después de establecer el tiempo necesario 
para que el consorcio alcanzara la fase estacionaria. 
Los resultados de cuantificación de metales lixiviados y sulfatos indican una tasa de 
lixiviación más alta en comparación con el cultivo mixto evaluado sin adaptación previa, 
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Figura 34. Parámetros cuantificados por triplicado durante la biooxidación de arsenopirita, con porcentaje de 
pulpa del 5 % w/v. Valor promedio ± desviación estándar de (a) Arsénico en solución; (b) hierro total en 
solución; (c) variación de la concentración de sulfatos en solución (sulfatos producidos por efecto de la 
lixiviación: promedios de los valores cuantificados para las réplicas en cada cultivo - concentraciones 
cuantificadas en los controles sin adición de microorganismos + concentración inicial). 
a
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Figura 35. Parámetros cuantificados por triplicado en el Subcultivo 3, arsenopirita 10 % durante 14 días de 
incubación 30 °C, 180 rpm. Valor promedio ± desviación estándar de (a) Concentración celular, (b) potencial 
óxido-reducción -Eh- y (c) variación en el pH. Como control se evaluó el comportamiento de medio con 












Figura 36. Parámetros cuantificados durante la biooxidación de arsenopirita en porcentaje de pulpa del 10 % 
w/v. Valor promedio ± desviación estándar de (a) Arsénico en solución; (b) hierro total en solución y (c) 
Variación de la concentración de sulfatos en solución (sulfatos producidos por efecto de la lixiviación: 
promedios de los valores cuantificados para las réplicas en cada cultivo - concentraciones cuantificadas en 
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3.3 Discusión  
3.3.1 Oxidación del mineral utilizando cultivos mixtos 
Las cepas oxidadoras de hierro del género Acidithiobacillus sp. cuentan con la maquinaria 
enzimática para oxidar minerales de sulfuro como fuente de energía (Kelly y Wood, 2014), 
lo cual se pudo evidenciar con las cepas nativas clasificadas como A. ferrooxidans, A. 
ferrianus y A. ferridurans, ya que los tres aislamientos fueron capaces de crecer en un 
medio suplementado únicamente con arsenopirita, cuya disolución libera iones hierro y 
azufre reducidos, que pueden ser empleados como donadores de electrones por las 
bacterias (Corkhill y Vaughan 2009) (Ecuación 1). 
                      [1] 
Teniendo en cuenta que en los consorcios microbianos la cinética de la reacción en el 
proceso de biooxidación de sulfuros es más rápida que en cultivos puros (Karthikeyan et 
al., 2015), los procesos a escala industrial emplean cultivos mixtos para la extracción de 
metales (Rawlings y Johnson, 2007). Por esta razón, se evaluó el efecto de la adición de 
las cepas nativas nativas de Acidithiobacillus sp. sobre la biooxidación del mineral 
realizada por la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12, con el fin de definir el consorcio de cepas 
nativas capaz de oxidar mineral refractario eficientemente. 
Durante la biooxidación con cultivos mixtos, la tasa de crecimiento específica no se pudo 
establecer para cada una de las especies en manera independiente, ya que la 
cuantificación fue realizada mediante recuento de células vivas en cámara de Neubauer y 
mediante la observación al microscopio no es posible diferenciar ni por morfología ni por 
tamaño las células de A. ferrianus de las células de Acidithiobacillus sp. Por esta razón no 
fue posible establecer si la proporción 1:1, que se inoculó en el inicio de la biooxidación, 
se mantuvo a lo largo del proceso ó por el contrario alguna de las dos cepas desempeñó 
una función de cepa dominante.  
De manera indirecta se pudo establecer la viabilidad de ambas especies dentro del cultivo 
mixto, debido a que el incremento en potencial a valores sobre los 490 mV, solamente 
puedo ser causado por el A. ferrianus, ya que los ensayos previos demostraron que las 
cepas de Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247 no fueron capaces de utilizar hierro como 
donador de electrones (Anexo D). Por su parte, el pH final no superior a 1.7 fue 
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probablemente consecuencia de la actividad de las bacterias oxidadoras de azufre (Hong 
et al., 2016).  
A diferencia del cultivo con concentración de pulpa al 5 %, en el cual no se observó un 
aumento significativo del pH durante los primeros días de biooxidación, el pH durante los 
primeros 6 días de los cultivos con concentración de pulpa al 10 % en que no había cepas 
de Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247, indicó un consumo de H+ (Figura 26), posiblemente 
causado por la presencia de moscovita en el mineral (Pei et al., 2018) y que en porcentajes 
de pulpa inferiores no tuvo un efecto tan marcado sobre el pH. Este fenómeno no fue 
apreciado en los cultivos mixtos y está sustentado en la producción biogénica de H+ por 
parte de las cepas Pt 1247-S1, S3 y S15 al oxidar los compuestos inorgánicos de azufre 
(RISCs) (Schippers et al., 2014), confirmando así, una de sus ventajas frente al cultivo 
puro. 
La capacidad del cultivo puro para mantener una tasa de crecimiento constante sin mostrar 
una fase lag, pese a encontrarse a pH de 3.8 durante los primeros 6 días refleja la 
capacidad de la cepa nativa de A. ferrianus IBUN Ppt12 de crecer a un pH superior al 
óptimo (1.6 – 2.0), posiblemente porque esta cepa fue aislada a partir de muestras con pH 
entre 6.5 y 7.1. Una vez ajustado el pH a 2.4, se observó una leve disminución del recuento 
celular, para posteriormente mostrar una leve fase exponencial entre el día 9 y el día 12. 
Tanto los valores de pH como los de Eh reflejaron valores adecuados de biooxidación, una 
vez alcanzada la fase exponencial tardía (entre días 9 a 12). Con excepción del cultivo 
puro, con el cual no se logró estabilizar el pH hasta la adición de H2SO4 en el medio de 
cultivo, todos los cultivos mixtos mostraron buena capacidad de biooxidación del mineral 
con un pH estabilizado alrededor de 1.7 y potenciales redox superiores a 450 mV.  
 
De acuerdo con los datos recopilados durante los 24 días de biooxidación de la 
arsenopirita, se estableció que los cultivos mixtos favorecen una mayor lixiviación de 
arsénico y hierro ya que mantienen un pH adecuado en el que no se presenta la 
precipitación de los iones Fe+3 (Brierley, 2016). Así mismo, estos resultados indicaron un 
adecuado rendimiento en porcentaje de lixiviación por parte de los cultivos mixtos, en 
comparación con cultivos de cepas tipo evaluadas previamente en nuestro grupo de 
investigación (Ospina, 2010). 
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Mediante las curvas de crecimiento se demostró que todos los cultivos mixtos reflejan una 
mayor concentración celular al final de la fase exponencial (Figura 25), por lo cual se 
hipotetiza que esta diferencia pudo ser ocasionada como respuesta de las cepas a la 
presencia de otra especie y cuya influencia, puede provocar algún tipo efecto simbiótico 
mediado por estímulos para incrementar la población celular ó como resultado de una 
lixiviación más eficiente, que aumenta la disponibilidad de donadores de electrones, como 
se ha reportado con bacterias termófilas moderadas (Deng et al., 2017). 
A partir del análisis realizado por FTIR al mineral oxidado, se pudo establecer que las 
bandas características, descritas únicamente en este material, coinciden con las bandas 
reportadas por Lazaroff et al. 1982 y Music et al.1994, las cuales explican la presencia de 
precipitados del tipo jarosita (amonio-jarosita claramente definida, así como K-jarosita en 
menores cantidades) (Daoud y Karamanev, 2006). Algunas de estas bandas también se 
pueden relacionar con la presencia de sulfatos básicos de hierro amorfos, que tenderían a 
formarse por la mezcla de sulfatos como jarositas, con precipitados poco cristalinos, 
posiblemente sulfo-arsenatos de hierro de baja cristalinidad (Márquez et al., 2006). 
La banda en 475 cm-1, correspondiente al modo ƮOH de la amoniojarosita (Lazaroff et al. 
1982), no se define claramente de la observada en el control estéril, lo que indicaría el 
proceso de oxidación netamente químico que ocurrió sobre el mineral en el tiempo que 
duró el proceso y que coincide con el aumento de arsénico y hierro en solución en los 
controles (mucho menores en comparación con mineral biooxidado) (Figura 28 a y b).  
3.3.2 Adaptación del consorcio a incrementos de FeAsS 
Durante los cultivos de adaptación se demostró que utilizando matraces de 250 mL con un 
volumen efectivo de 100 mL, 30 °C a 180 rpm, se obtuvieron resultados reproducibles en 
tres unidades experimentales del consorcio microbiano.  
La primera etapa de adaptación se llevó a cabo rápidamente, ya que las células disponían 
de fuentes de energía de fácil utilización y, aunque no hay manera de establecer si alguna 
cepa se hace dominante sobre la población de la otra, el rápido aumento de potencial entre 
las 24 y 48 h puede interpretarse como debido a un incremento en la población de A. 
ferrianus, no consistente con el descenso de pH.  Este descenso de pH se evidenció entre 
las h 48 a 72, durante las cuales la cepa de Acidithiobacillus sp.  IBUN Pt1247-S3 pudo 
igualar su contraparte y, por consiguiente, se estima que al realizar la inoculación del 
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primer subcultivo a las 72 h se lograría obtener un inóculo con un posible equilibrio entre 
las dos poblaciones.  
En el subcultivo 1 se evidenció la respuesta del cultivo al arsénico lixiviado del mineral, 
cuando se pasó de FeSO4 y S0 como fuentes de energía a arsenopirita, ya que se apreció 
una fase diaúxica entre los días 2 a 4. Después de esta fase lag intermedia, podría 
considerarse que el cultivo mixto ya ha activado los mecanismos de tolerancia al arsénico 
debido a que se observa una fase exponencial, acompañada de una constante disminución 
del pH. Por su parte el potencial redox sufrió un ligero descenso, posiblemente debido a la 
lixiviación de hierro desde el mineral, que de acuerdo con Corkhill y Vaughan (2009), se 
libera en forma de iones ferrosos (Ecuación 1). Después del día 6, éstos empezaron a ser 
rápidamente oxidados a Fe+3, ocasionando un nuevo incremento del potencial redox, hasta 
alcanzar el valor más alto el día 8. Teniendo en cuenta que se procuraba realizar los 
subcultivos al alcanzar la fase exponencial tardía, se planteó realizar la inoculación del 
subcultivo 2 el día 6 del subcultivo 1.                   
El subcultivo 2 reflejó una típica curva de crecimiento, ya que se pudo observar una fase 
lag durante los días 1 y 2, la fase exponencial hasta el día 8 y la fase de muerte entre el 
día 13 o 14 y los valores de potencial redox y pH alcanzaron los rangos adecuados para 
la biooxidación del mineral (Brierley, 2016). Según los datos obtenidos, la inoculación para 
el subcultivo 3, en el día 7, fue apropiada para el proceso de adaptación, ya que en este 
momento el consorcio estaba cerca de alcanzar la fase estacionaria. 
Tomando en consideración que los primeros cultivos evaluados con una concentración de 
arsenopirita del 10 % mostraron un incremento del pH en el medio de 2 a 2.7-3.2 (Figura 
26), la estrategia de adicionar el mineral al medio de cultivo, a pH 1.2, 24 h antes de realizar 
la inoculación del subcultivo 3, fue apropiada para garantizar un pH de inicio de la 
biooxidación en el rango 1.7-2.0, muy similar al pH del subcultivo previo (1.8), lo cual incidió 
en un corto periodo de fase lag.   
La curva de crecimiento celular del consorcio indicó que la fase estacionaria inició a los 10 
días de biooxidación y se logró establecer que el proceso de adaptación permitió alcanzar 
concentraciones de Fe y As totales mayores en un menor tiempo, comparando con las 
pruebas iniciales sin adaptación (Figura 28, Figura 36), resultados que ratificaron las 
ventajas del proceso de adaptación para la biooxidación del mineral evaluado. 
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La lixiviación de los elementos que constituyen la arsenopiria no se lleva a cabo de manera 
proporcional a su composición (Fe: 34,3%; As: 46,01%; S: 19,69%), debido a que se 
presenta una disolución incongruente (Corkhill et al., 2008; Ossa y Márquez, 2010), que 
explica porque no se obtienen las mismas cantidades de Fe y As en solución. De igual 
manera ocurre con la precipitación, que puede darse de manera fraccionada, debido a las 
velocidades de oxidación diferenciales (Nesbitt et al., 1995; Costa et al., 2002) como se 
aprecia en el caso del arsénico que puede estar precipitándose de manera más 
rápidamente que el hierro (Figura 36). 
Los ensayos de adaptación demostraron cómo el aumento progresivo del mineral al que 
se sometió el consorcio, expuso a las bacterias a incrementos constantes de hierro y 
arsénico en solución, indicando que esta adaptación induce mecanismos moleculares de 
interés, que pueden ser elucidados mediante el análisis del transcriptoma de las dos 
especies, en respuesta a un aumento en las concentraciones de arsénico durante la 
oxidación del mineral.  
3.4 Conclusiones 
 
Las cepas nativas oxidadoras de hierro mostraron la capacidad de crecer en un medio con 
arsenopirita como fuente de energía y la eficiencia del proceso pudo ser incrementada con 
la adición de las cepas de Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247. Fue de esta manera como se 
obtuvo un consorcio nativo conformado por la bacteria oxidadora de hierro A. ferrianus 
IBUN Ppt12 y la bacteria oxidadora de azufre Acidithiobacillus IBUN Pt1247-S3, en 
proporción de 1:1. La oxidación del mineral con este consorcio brindó resultados 
satisfactorios y reproducibles en cuanto a velocidad específica de crecimiento y lixiviación 
de metales en las condiciones evaluadas, 30 °C y 180 rpm.  
Se definieron las condiciones de cultivo en matraz para obtener una cantidad adecuada de 
biomasa durante el proceso de adaptación al mineral con incrementos progresivos de 
arsenopirita, desde un 2 a un 10 % de pulpa, con el objetivo de analizar el transcriptoma 
de las dos especies y de esta manera establecer el conjunto de genes expresados 
diferencialmente durante la adaptación al medio con arsenopirita.  
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Los resultados de los dos capítulos anteriores se compilan en el artículo titulado “Isolation 
of arsenic resistant and arsenopyrite oxidizing Acidithiobacillus species from pH neutral 
Colombian mine effluents”, publicado en revista internacional (Anexo P). 
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4. Transcritos expresados 
diferencialmente en presencia de 
arsenopiria (FeAsS) por el consorcio de 
cepas nativas de Acidithiobacillus sp.  
Resumen 
Se definieron las condiciones de cultivo en quimiostato para la obtención del consorcio de 
cepas nativas que sería utilizado en la identificación de genes expresados 
diferencialmente. A partir de este inóculo se dio inició al cultivo de adaptación en Matraz 
por cuadruplicado con el cual se logró obtener el RNA de las células no adheridas al 
mineral, utilizando una metodología previamente aplicada para bacterias acidófilas. Tras 
la evaluación del RNA extraído se descartó la posibilidad de cultivar el consorcio en medio 
con adición de arsenopirita en concentraciones de pulpa superiores al 3.5 %, debido a la 
rápida degradación del material genético. El RNA finalmente obtenido fue apropiado para 
la secuenciación del transcriptoma en ausencia de mineral, en concentración de pulpa de 
2 y de 3,33 %, respectivamente. Se ensamblaron los transcriptomas de novo y se llevó a 
cabo el análisis de expresión diferencial, con el objetivo de establecer los genes inducidos 
y reprimidos por la arsenopirita. Lograron identificarse secuencias homólogas al operón 
ars de otros Acidithiobacilos, que fueron inducidas de forma diferencial durante la 
adaptación a las dos concentraciones de pulpa, así como otros genes relacionados con 
transporte de membrana, respuesta al estrés y procesos de oxido-reducción. Por el 
contrario, varios genes involucrados con motilidad y quimiotaxis presentaron represión, lo 
que sugeriría su posible incidencia en las primeras etapas del proceso de formación de 
biofilms en la superficie del mineral. 
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4.1 Metodología 
La preparación del inóculo con el consorcio de cepas nativas se llevó a cabo a partir de 
cultivos alimentados en biorreactor agitado, con el objetivo de proporcionar las condiciones 
de crecimiento exponencial steady-state y asegurar la homogeneidad transcripcional en 
las células antes de iniciar los cultivos de adaptación (Bull, 2010). Una vez confirmada la 
condición de limitación de sustrato en el quimiostato para cada una de las cepas, se 
mezclaron los cultivos a la misma concentración celular y se realizó la adaptación a 
diferentes concentraciones de mineral en el medio de cultivo.  
Tras la obtención del RNA de cada una de las condiciones, se llevó a cabo la secuenciación 
mediante la estrategia RNA-Seq y se hizo ensamblaje del transcriptoma, teniendo en 
cuenta que el análisis de expresión diferencial proporcionaría evidencia estadística del 
conjunto de genes expresados en respuesta a la condición evaluada, se planteó que 
podrían identificarse varios genes asociados con la adaptación del consorcio a los 
incrementos de arsenopirita, particularmente todos aquellos que permiten a las cepas 
nativas tolerar altas concentraciones de arsénico en solución.  
 Medios de cultivo (Ajustados a pH 1.5 – 2.4 con H2SO4) 
 
Medio MSM 
(NH4)SO4………… 3 g.L-1 
MgSO4.7H2O…… .0,5 g.L-1 
K2HPO4……………0,05 g.L-1  




Medio 9K (Silvermann y Lundgren, 1959): 
(NH4)SO4……….. 3 g.L-1 
MgSO4.7H2O…… 0,5 g.L-1 
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 Suplementos  
a. Solución de minerales traza pH 1.8 (TES): FeCl3.6H2O 11 mg.L-1; ZnSO4.7H2O 
0,9 mg.L-1; CuSO4.5H2O 0,5 mg.L-1; MnSO4.5H2O 2,55 mg.L-1; H3BO3 2 mg.L-1; 
Na2MoO4.2H2O 0,8 mg.L-1; CoCl2 0,6 mg.L-1 y Na2SeO4 0,5 mg.L-1. 
b. FeSO4.7H2O pH 1.3: 200 g.L-1  
c. K2S4O6 pH 3: 30 g.L-1 
d. S0 10 g.L-1 
 
 Recuento celular: conteo directo en cámara de Neubauer utilizando microscopio 
de contraste de fases. 
 
 Métodos analíticos:  
Cuantificación de Hierro: Método colorimétrico de ferrozina (Anexo L) 
Cuantificación de Tetrationato: Método colorimétrico via cianolisis (Anexo M) 
Cuantificación de Arsénico: ICP-SFMS 
4.1.1 Preparación del consorcio a partir de cultivos continuos 
La preparación de los inóculos se realizó activando las cepas A. ferrianus IBUN Ppt12 en 
medio 9K, a pH 1.8, suplementado con FeSO4 33,3 g.L-1 y la cepa Acidithiobacillus sp. 
Pt1247-S3 en medio 9K, a pH 2.5, con S0 10 g.L-1. Al obtener una densidad celular entre 
107–108 cel/mL, se inoculó la cepa IBUN Ppt12 en una concentración 10 % (v/v), en 135 
mL de medio MSM, a pH 1.5, suplementado con FeSO4 20 g.L-1 y la cepa IBUN Pt1247-S3 
en MSM, a pH 2.4, suplementado con K2S4O6 1,5 g.L-1.  
 
Tras incubación en agitador orbital a 30 °C 180 rpm se verificó el incremento del potencial 
redox (Eh) por encima de 500 mV en el cultivo de la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12 y 
descenso de pH debajo de 1.8 en el cultivo de la cepa Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-
S3. Una vez alcanzados estos valores se realizó conteo celular y se inocularon 100 mL de 
cada cultivo en biorreactor con volumen de trabajo de 1 L utilizando el mismo medio de 
cultivo para cada cepa. 
 
Los cultivos se iniciaron en modo batch a 30 °C, aplicando agitación constante (agitador 
magnético / 50 – 60 rpm) y un volumen de aire de 150 – 200 mL / min (Figura 37). Pasadas 
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60 a 72 h, se realizó cuantificación de Fe (II) y de tetrationato para confirmar que los cultivos 
se encontraban en fase exponencial tardía, así como mediciones de pH y Eh. 
 
 
Figura 37. Montaje de los cultivos continuos en biorreactor de 1L para preparar el inóculo con un consorcio 
de las cepas A. ferrianus IBUN Ppt12 y Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3. a.) Modo batch a las 2 horas 
después de la inoculación. b.) en modo continuo una vez alcanzado el steady state.  
 
Cuando los cultivos alcanzaron la fase estacionaria se inició la alimentación con medio 
fresco a una tasa de dilución de 0.9 L/día. Cada 24 horas se realizó cuantificación de Fe 
(II) y tetrationato hasta confirmar que los cultivos mostraron limitación de donadores de 
electrones, indicativo de crecimiento steady-state. Una vez alcanzado el crecimiento 
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De cada reactor se colectaron 200 mL de cultivo y se centrifugaron a 3000 rpm, durante 5 
minutos, el pellet celular fue resuspendido en medio 9K estéril, a pH 1.8, y se mezclaron 
en proporción 1:1.  
 
4.1.2 Adaptación del consorcio a incrementos en la concentración de 
mineral para extracción de RNA 
 
La arsenopirita utilizada para la obtención del RNA se obtuvo de la misma fuente con el 
que se realizaron los ensayos para la estandarización de las condiciones de cultivo. Tras 
la trituración y molienda del mineral se hizo tamizaje para recuperar los tamaños de 
partícula de ~75μm (malla 200, serie Tyler) y se esterilizó a 120 °C durante 10 horas en 
condiciones anóxicas mediante inyección de nitrógeno. Como controles se emplearon dos 
matraces con medio 9K, a pH 1.8, sin inocular. 
4.1.2.1 El consorcio se inoculó al 10% v/v en 150 mL de medio 9K, suplementado con 
FeSO4 20 g.L-1 y S0 2,3 g.L-1 y se llevó a incubar a 30 °C 180 rpm. La adaptación fue 
realizada por quintuplicado.  
 
4.1.2.2 Teniendo en cuenta los parámetros establecidos en los ensayos de adaptación 
(3.2.4), el primer subcultivo se realizó a las 63 horas, utilizando un inóculo del consorcio al 
10% v/v en medio 9K, a pH 1.8, suplementado con FeSO4 10 g.L-1, S0 1,15 g.L-1 y adición 
de FeAsS en concentración de pulpa del 2 % (w/v). Los Matraces se incubaron a 180 rpm 
y 30 °C. 
 
4.1.2.3 El segundo subcultivo se llevó a cabo cinco días después de incubado, realizando 
el inóculo del consorcio al 10 % v/v en medio 9K, a pH 1.8, con adición de FeAsS en 
concentración de pulpa del 3.3 % (w/v). Los Matraces se incubaron a 180 rpm y 30 °C. 
 
4.1.2.4 El tercer subcultivo se realizó seis días tras la incubación, por inoculación del 
consorcio al 10 % v/v en medio 9K, a pH 1.8, con adición de FeAsS en concentración de 
pulpa del 5 % (w/v). Los Matraces se incubaron a 180 rpm y 30 °C. 
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4.1.2.5 El cuarto subcultivo se realizó seis días tras la incubación, por inoculación del 
consorcio al 10 % v/v en medio 9K, a pH 1.8, con adición de FeAsS en concentración de 
pulpa del 10 % (w/v). Los Matraces se incubaron a 180 rpm y 30 °C hasta que el cultivo 
alcanzó la fase estacionaria para realizar mediciones de pH y Eh, así como hierro y 
arsénico en la fracción líquida. 
4.1.3 Extracción de RNA de las células planctónicas  
Las células se obtuvieron a partir de 100 mL de cultivo por cuadruplicado en las siguientes 
condiciones de adaptación: 
Control:      Fase Exponencial tardía del cultivo con FeSO4 y azufre como donadores de 
electrones 54 horas tras la incubación.  
Pulpa 2 %: Fase Exponencial tardía del subcultivo con FeSO4, azufre y FeAsS 2 %, 96 
horas tras la incubación.  
Pulpa 3.3 %: Fase Exponencial tardía del subcultivo con FeAsS 3.33 %, 56 horas tras 
la incubación. 
Los 100 mL de cultivo se dejaron decantar durante 5 minutos después de los cuales fueron 
filtrados en papel de filtro estéril (cualitativo/celulosa/retención 14-16μm) para la 
separación de azufre, mineral no oxidado y precipitados de jarosita, con el fin de obtener 
el RNA únicamente de células planctónicas. El medio filtrado fue rápidamente colocado en 
hielo y se adicionaron 50 mL de medio 9K, a pH 1.8, estéril, previamente enfriado en hielo. 
 
Se realizó centrifugación del medio a 4500 rpm, por 10 minutos, a 4 °C y se retiró el 
sobrenadante. Al pellet se le agregó cuidadosamente medio 9K, a pH 1.8, enfriado en hielo 
con el fin de remover cuidadosamente las partículas de mayor tamaño ubicadas en la fase 
superior del pellet. Inmediatamente se adicionó medio al pellet, se resuspendió y se realizó 
centrifugación a 4500 rpm, por 10 minutos, a 4 °C. 
 
Tras retirar el sobrenadante se lavó el pellet con medio 9K, a pH 1.8, enfriado en hielo y 
se realizó centrifugación a 11000 rpm, por 1 minuto, a 4 °C.  El pellet concentrado fue 
congelado inmediatamente a -80 °C hasta que se colectaron las 12 muestras. 
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Una vez colectadas las 12 muestras se realizó extracción de RNA siguiendo la metodología 
descrita por Christel et al. (2016) y se purificó utilizando el kit PureLink RNA®.  El RNA total 
fue tratado con DNAsa y sometido a depleción de RNA ribosomal utilizando el kit 
RiboMinus® según instrucciones del fabricante, con excepción de las 4 muestras control 
que no tenían la concentración mínima requerida para realizar depleción.  
 
Una alícuota de cada muestra fue reservada para obtener la concentración y pureza 
utilizando NanoDrop®, Qbit®, Agilent Bioanalyzer® y electroforesis en gel de agarosa TBE 
0.5X. 
4.1.4 Secuenciación (RNA-Seq) y análisis bioinformático 
El RNA fue enviado a secuenciación al SciLifeLab en Estocolmo, Suecia, donde se realizó 
la preparación de librerías utilizando el protocolo Illumina TruSeq® Stranded mRNA. La 
secuenciación se realizó en un lane de NovaSeq 6000 (Control Software 1.6.0/RTA v3.4.4) 
en 2x151 pb. El pipeline de análisis bioinformático descrito detalladamente a continuación, 
es representado en la Figura 38. 
 
La limpieza y depuración de las secuencias obtenidas fue realizada con FastQC y 
Trimmommatic (Bolger, Lohse y Usadel, 2014). Posteriormente se removieron todas las 
secuencias de RNA ribosomales utilizando el programa BBMap (https://jgi.doe.gov/data-
and-tools/bbtools/). 
 
Teniendo en cuenta que las cepas IBUN no tienen relación filogenética con las cepas de 
Acidithiobacillus que cuentan con genomas secuenciados, la reconstrucción del 
transcriptoma se realizó en los programas Trinity y rnaSPAdes, que hacen uso de 
algoritmos para ensamblaje de novo.  
 
Con el mejor transcriptoma ensamblado se depuraron las secuencias redundantes, 
transcritos fusionados por las colas poli A y remoción de artefactos de ensamblaje 
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Una vez obtenido el transcriptoma curado se realizó el análisis bioinformático utilizando los 
scripts incluidos en el programa Trinity (Haas et al., 2013), empleando alineamientos con 
RSEM (Li y Dewey, 2011) y mapeo con Salmon (Patro et al., 2017). Para la anotación del 
transcriptoma se utilizaron los programas Trinotate y Blast2GO, de la suite OmicsBox 
(https://www.biobam.com).  
 
La identificación de genes expresados diferencialmente fue realizada mediante la 
comparación de los resultados generados por las herramientas DESeq2 (Love, Huber y 
Anders, 2014) y edgeR (McCarthy, Chen y Smyth, 2012) con un LFC de 22 y un valor              
p≤0,001. Los datos de mapeo fueron normalizados utilizando el método TMM (Robinson y 
Oshlack, 2010; Dillies et al., 2013) para la obtención de matrices y generación de mapas 
de calor utilizando el programa Morpheus (https://software.broadinstitute.org/morpheus). 
 
Los genes asociados con transcripción diferencial fueron clasificados de acuerdo con un 
análisis de enriquecimiento de términos de ontología de genes (GO), utilizando el test 
exacto de Fisher a dos colas con corrección de test múltiple FDR en el programa Blast2GO, 
con un valor p≤0,05 y los resultados fueron comparados con los resultados obtenidos en 
el programa Goseq (Young et al., 2010) del paquete R.  
4.2  Resultados 
4.2.1 Extracción de RNA durante la adaptación del consorcio a 
incrementos de mineral en el medio de cultivo 
Tras colectar los inóculos de los quimiostatos, se realizó concentración de las células por 
centrifugación y se determinó la concentración celular para mezclar cada cultivo en 
proporción 1:1. El consorcio resuspendido en medio 9K, a pH 1.8, en una concentración 
de 1,3x107 cel/mL fue inoculado al 10%, en cinco matraces, cada uno con 135 mL de medio 
9K, a pH 1.8, suplementado con FeSO4 20 g.L-1 y S0 2,3 g.L-1 y se incubaron a 30 °C y 180 
rpm para iniciar el ensayo de adaptación. 
 
Las células fueron colectadas en cuatro de los cinco cultivos en la fase exponencial tardía 
del cultivo 1 (control) y durante la fase exponencial tardía de los subcultivos 1 y 2, 
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establecidos para el análisis transcripcional como condiciones experimentales de baja y 
media exposición al mineral. El parámetro tenido en cuenta para establecer el momento 
de colectar la biomasa fue la concentración de Fe+2 en solución, debido a que no se 
observó la disminución de pH, ni las concentraciones celulares que se había estimado en 
los ensayos previos de adaptación (Tabla 12). La exposición a arsenopirita en 
concentraciones de pulpa de 2 y 3.33 % se relacionó directamente con la concentración 
de arsénico lixiviado en el medio de cultivo, como se demostró en la cuantificación de 
metales en solución. 
 
Tabla 12. Condiciones de los cultivos cuantificadas al inicio de cada cultivo (t0) y en el momento en que se 
colectaron las células para realizar la extracción de RNA. La concentración de metales se midió en solución. 









  t= 54 h 
Eh (mV) 313 584 572 587 568 
pH  1.8 2.0 2.0 2.0 1.9 
Ẍ Rto celular  1,5x106 cel/mL 2x107 cel/mL 
Ẍ Fe+2 (g/L) -- 0,045 
Ẍ Fe Total (g/L) -- 1,47 




  t= 96 h 
Eh (mV) 375  589 538 549 540 
pH  1.8 2.1 2.2 1.95 2.2 
Ẍ Rto celular  4,5x106 cel/mL 4,8x107 cel/mL 
Ẍ Fe+2 (g/L) -- 0,05 
Fe Total (g/L) -- 1,61 1.35 1,44 1,73 





  t= 56 h 
Eh (mV) 465  607 606 600 597 
pH  1.8 2.2 2.2 2.2 2.15 
Ẍ Rto celular  1x107 cel/mL 1,5x108 cel/mL 
Ẍ Fe+2 (g/L) -- 0,027 
Fe Total (g/L) -- 2,5 4,0 2,6 3,4 
As (g/L) -- 2,95 3,12 2,65 2,92 
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El RNA colectado en los ensayos de evaluación de la metodología de extracción indicó 
una alta degradación en los subcultivos con concentraciones de pulpa de 5 y 10 %. Por 
este motivo se utilizaron únicamente los cultivos con mineral en concentración al 3,33 % 
como condición de exposición más alta a arsenopirita.  
 
La concentración del RNA extraído en los cultivos de control mostró una calidad adecuada, 
acorde con las condiciones ácidas en que se obtuvieron las muestras y que en presencia 
del mineral ocasionan la aparición de abundantes bandas correspondientes a RNA de bajo 
tamaño molecular (Figura 39). El número RIN para el RNA de los cultivos control arrojó 
resultados aceptables para secuenciación RNA-seq, con valores entre 7 y 7.6 (Figura 40). 
Sin embargo, la concentración en estas cuatro muestras oscilo entre los 55 y los 100 ng/µL, 
insuficiente para realizar la depleción de RNA ribosomal, por lo que se utilizó el RNA total 
para la construcción de librerías. Los valores A260:280 estuvieron entre 2,03 y 2,1. 
 
 
Figura 39. Electroforesis en gel de agarosa con TBE 0.5X en que se verifica la presencia de RNA adecuado 
para secuenciación. A- muestras control sin mineral en el medio de cultivo, B- muestras con 2 % de mineral 
en las que se observa una alta cantidad de RNAs de bajo peso molecular y C- muestras adaptadas al medio 
con 3,33 % de mineral, se alcanza a percibir una ligera degradación particularmente en la muestra 3, por lo 
que no fue posible obtener RNA de calidad a mayores concentraciones de mineral en el medio. 
 
Una vez removidos los RNA ribosomales se obtuvieron entre 50 y 500 ng totales de RNA 
por cada muestra, que fueron utilizados posteriormente para la construcción de librerías. 
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Figura 40. Control de calidad realizado al RNA total extraído en las muestras control, obtenido por un 
Bioanalyzer 2100. Se observan claramente los dos picos correspondientes a los RNA 16 y 23S. 
 
4.2.2 Secuenciación y Análisis Transcriptómico 
4.2.2.1 Ensamblaje del transcriptoma del consorcio 
La secuenciación generó en promedio 44,7 millones de reads por muestra (rango 39,4-
50,5 millones), con un porcentaje de bases determinadas con puntaje ≥Q30 superior al 
94,87 % y una tasa de error PhiX de 0,2 (Anexo N). 
Utilizando la aplicación Trimmomatic, se descartaron los reads no pareados para asegurar 
la calidad de los datasets y en las secuencias resultantes se hizo remoción de adaptadores 
y bases de baja calidad, dando como resultado la eliminación de en promedio 4,93 % 
(rango 4,64-5,13 %) de los reads. Las secuencias ribosomales fueron removidas utilizando 
el programa BBduk antes de realizar el ensamblaje. 
Se emplearon dos aproximaciones de ensamblaje de novo, Trinity y rnaSPAdes, que no 
requieren de genoma de referencia. Tras comparar los resultados se seleccionó el 
transcriptoma ensamblado utilizando Trinity, debido a que mostró menor fragmentación y 
secuencias redundantes. Este transcriptoma en total contenía con 58190 contigs con un 
porcentaje GC de 42,76 % y un tamaño promedio de contigs de 474 pb.  
Teniendo en cuenta que múltiples de los contigs ensamblados correspondían a fragmentos 
cortos, transcritos fusionados por colas poli-A y secuencias redundantes, se realizó 
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limpieza y curación manual para obtener un transcriptoma de 8599 transcritos con un 
tamaño promedio de 1084 pb y un porcentaje GC de 53,92 %. Con este transcriptoma del 
consorcio se realizaron los análisis de cuantificación de transcritos y expresión diferencial 
con el pipeline sugerido en el programa Trinity. 
 
4.2.2.2 Alineamiento de reads.  
Para realizar el alineamiento de los reads al transcriptoma se evaluaron dos metodologías, 
una por mapeo mediante Bowtie en el programa RSEM y otra por abundancia de k-mers 
utilizando el programa Salmon (tamaño de k-mer 31 pb). La estimación de abundancia de 
transcritos seleccionada fue la que generó el programa RSEM, debido a que mostró un 
mayor porcentaje de reads alineados en todas las muestras, con un promedio de 86,1 % 
(rango 81-94 %) (Anexo N).  
 
4.2.2.3 Anotación funcional del transcriptoma 
Se utilizó el programa transdecoder para la identificación de ORF de más de 100 nt en los 
transcritos ensamblados y se obtuvieron en total 8215 proteínas hipotéticas, que fueron 
anotadas en Blast2GO de acuerdo con su homología a proteínas depositadas en las bases 
de datos InterPro, Pfam y SwissProt. Teniendo en cuenta los términos GO asociados a 
cada proteína hipotética se estableció la clasificación de los transcritos en procesos 
biológicos, función molecular y componentes celulares. 
Dentro de la categoría procesos biológicos, la mayoría de transcritos están relacionados 
con mecanismos fisiológicos y vías metabólicas, con un número significativo implicado en 
respuesta a estímulos; en la categoría funciones moleculares se destacan transcritos que 
participan en metabolismo y aquellos que codifican para genes que interactúan con iones 
y se confirmó que más de un 50 % de los genes de componentes celulares son 
responsables de la síntesis de estructuras citoplasmáticas (Figura 41). 
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Figura 41. Clasificación de los transcritos de acuerdo con los términos GO asignados en la anotación. 
 
Teniendo en cuenta la hipótesis propuesta de una inducción fuerte sobre los genes 
previamente caracterizados de tolerancia a arsénico, se realizó una búsqueda por 
homología de los transcritos que correspondieran con el operón ars de algunos 
Acidithiobacillus spp. que tienen secuenciado el genoma. De esta manera se lograron 
identificar 4 transcritos homólogos al operón ars. Dos de los transcritos mostraron un 
porcentaje de similitud mayor con los operones de A. caldus por lo cual se asignaron como 
operones de la cepa Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3 y fueron nombrados arsI-S3 
(3682pb) y arsII-S3 (4353pb). Los otros dos transcritos fueron altamente similares a los 
operones de A. ferrianus (>99%) y A. ferrivorans, por lo que se asignaron como operones 
de la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12 y fueron nombrados arsI-Ppt12 (3016pb) y arsII-Ppt12 
(2206pb). 
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En la Figura 42 se representa la estructura hipotética de cada operón de acuerdo con los 
ORF identificados dentro de cada transcrito y los dominios homólogos a las proteínas 
codificadas por el operón en otros Acidithiobacilos.  
 
Figura 42. Organización de los operones ars en las cepas nativas, de acuerdo con la secuencia de los 
transcritos ensamblados. 
 
4.2.2.4 Análisis de expresión diferencial. 
Uno de los elementos más significativos de los datos obtenidos por RNA-Seq es la 
posibilidad de establecer los perfiles de expresión bajo condiciones contrastantes, por esta 
razón se decidió utilizar esta metodología para identificar los genes que el consorcio 
transcribe durante la adaptación a arsenopirita. El análisis estadístico se llevó a cabo con 
los programas edgeR y DESeq2, para establecer las diferencias de expresión más 
significativas. El programa edgeR, adecuado para análisis con menor número de réplicas 
biológicas en comparación con DESeq2, indicó que con un LFC de 22 y un valor p≤0,001, 
2655 genes son expresados diferencialmente entre los tres grupos experimentales frente 
a 2378 reportados por DESeq2 (Figura 43). 
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Figura 43. Número de transcritos expresados diferencialmente con un LFC 22 por el consorcio nativo, en 
presencia de FeAsS en el medio de cultivo. a. Transcritos inducidos y b Transcritos con represión. 
 
Teniendo en cuenta el alto número de transcritos ensamblados y con el fin de evitar falsos 
positivos, los siguientes análisis fueron realizados a partir de los listados de genes 
establecidos en el programa DESeq2 (Anexo O). Debido a que el análisis estadístico 
incluyó tres condiciones diferentes para determinar la respuesta genética al fenómeno de 
adaptación, se realizaron las comparaciones pareadas para obtener la lista de transcritos 
expresados diferencialmente como respuesta al aumento de mineral en el medio de cultivo. 
Tras obtener las matrices de expresión, se utilizó un script del programa Trinity para 
agrupar los transcritos que mostraron un perfil de expresión similar de acuerdo con el valor 
FPKM, con el que se obtuvieron dos clusters con transcritos inducidos a lo largo de la 
adaptación a la arsenopirita, un cluster de transcritos reprimidos en presencia del mineral 
y un cluster con transcritos que se van silenciando con el incremento de la arsenopirta 
(Figura 44).  
Este método de agrupamiento ratificó que cerca de 1500 transcritos mostraron represión 
de manera progresiva, conforme aumentó la concentración de mineral. 499 transcritos que 
se indujeron con FeAsS 2 %, mantuvieron este nivel de expresión con FeAsS 3,33 % y 
únicamente 370 transcritos cuya expresión es inducida por el mineral, incrementan la 
transcripción de forma directamente proporcional con el aumento de la concentración de 
pulpa. Únicamente 8 transcritos fueron fuertemente reprimidos en la exposición a FeAsS. 
 
a b 




Figura 44. Clusters de transcritos con perfiles de expresión similares (Anexo O-4) El perfil de expresión en 
log2 (fpkm) de cada transcrito es representrado en gris y la media de cada cluster en color azul. a. Subcluster 
1, 1500 transcritos con represión progresiva durante la adaptación al mineral; b. Subcluster 2, 499 transcritos 
inducidos con la exposición al mineral; c. Subcluster 3, 370 transcritos con inducción progresiva durante la 
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4.2.2.5 Análisis de enriquecimiento de categorías GO 
Se tuvieron en cuenta los resultados estadísticos del test exacto de Fisher con un p≤0,001 
obtenidos en el programa Blast2GO, para la identificación de las categorías de ontología 
de los genes inducidos y con represión en concentración de pulpa de 2 %, 3,33 % y en 
ambas condiciones. Los resultados obtenidos agruparon las categorías de términos GO 
enriquecidos en sobrerepresentados y subrepresentados para cada una de las condiciones 
experimentales. Algunos términos GO que incluían múltiples transcritos y no eran 
específicos para relacionarlos con alguna función biológica puntual como biosynthetic 
process, macromolecule metabolic process, catalytic complex y/o heterocycle metabolic 
process no fueron incluidos. 
 
Los transcritos inducidos con expresión diferencial en presencia de FeAsS con respecto al 
control que mostraron enriquecimiento significativo (FDR<1) fueron, procesos catabólicos 
de urea y actividades oxidasa y reductasa (NADPH dependiente) y por número de 
transcritos, transporte transmembranal de iones. De los transcritos reprimidos, mostraron 
enriquecimiento significativo pilus y metilación de DNA (FDR<0,5) (Figura 45). 
 
Dentro del grupo de transcritos que fueron inducidos por FeAsS 3,33 % con respecto a 
FeAsS 2 %, mostraron enriquecimiento significativo (FDR<0,5) aquellos anotados en las 
categorías biosíntesis de triptófano, actividad fosfatasa y transporte de fosfato; por número 
de transcritos, componentes de membrana y metabolismo de ácidos carboxílicos. Para los 
transcritos reprimidos las categorías enriquecidas fueron transducción y señalización 










Figura 45. Número de transcritos clasificados dentro de las principales categorías GO determinadas con 
enriquecimiento en presencia de FeAsS en el medio de cultivo. a) Grupo de transcritos inducidos asociados a 
procesos biológicos, b) Grupo de transcritos inducidos asociados con funciones moleculares y c) Grupo de 
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Figura 46. Número de transcritos clasificados dentro de las principales categorías GO determinadas con 
enriquecimiento al comparar crecimiento en 2 % de FeAsS con 3,33 % de FeAsS en el medio de cultivo. a) 
Grupo de transcritos inducidos y b) Grupo de transcritos con represión. 
a 
b 
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Finalmente, algunos de los genes predichos para los transcritos incluidos dentro de las 
categorías de ontología con enriquecimiento sobrerepresentadas fueron graficadas en 
mapas de calor, con el fin de determinar los procesos biológicos relacionados con el 
proceso de adaptación al mineral, así como funciones moleculares y componentes 
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Figura 47. Mapas de calor de términos GO representativos para los genes putativos diferencialmente 
expresados en presencia de FeAsS en el medio de cultivo. a) En la categoría Proceso Biológico el término 
asociado es GO:0015698 que corresponde a inorganic anion transport, en el que se incluyen los cuatro 
operones ars caracterizados. b) En la categoría Componente celular el término asociado es GO:0009289 que 
corresponde a pilus y c). En la categoría Función molecular el término asociado es GO:0016491 que 
corresponde a oxidoreductase activity.    
c 
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4.2.2.6 Expresión diferencial en los genes de los operones ars. 
Se establecieron los CDSs putativos en los transcritos asociados con los operones ars de 
cada una de las cepas nativas utilizando el programa ORF Finder, con el objetivo de 
realizar el mapeo de reads y análisis de expresión diferencial a cada uno de los genes, 
mediante la misma estrategia metodológica aplicada al transcriptoma, teniendo en cuenta 
que el perfil de expresión de los operones predichos mostró diferencias en la intensidad y 
momento de inducción por efecto de la concentración de FeAsS en el medio de cultivo. 
Se obtuvieron 17 CDSs de acuerdo con la estructura propuesta en la Figura 42 y se generó 
la matriz de expresión normalizada utilizando DESEq2 (Anexo O-5) a partir de la cual se 
obtuvo el mapa de calor térmico con el programa Morpheus, para identificar el perfil 
transcripcional de cada gen putativo, así como de los operones completos (Figura 48).  
 
Figura 48. Mapa de calor térmico de los operones ars en las cepas nativas. a) Genes putativos y b) 
Operones transcritos como policistrón. Como medida de agrupación de los clusters se utilizó el valor de uno 
menos el coeficiente de correlación de Pearson. 
4.3 Discusión 
 
La obtención del transcriptoma del consorcio conformado por las cepas nativas 
Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3 y A. ferrianus IBUN Ppt12 representa el primer 
estudio de este tipo durante la biooxidación de mineral refractario con arsenopirita. 
a b 
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Teniendo en cuenta que durante la lixiviación de arsenopirita se incrementa 
progresivamente la concentración de arsénico en solución, se planteó la posibilidad de 
utilizar una aproximación transcriptómica con el fin de identificar los genes asociados con 
la resistencia a arsénico en estas dos cepas, junto con otros genes expresados en 
respuesta al incremento de la concentración de mineral, los clusters génicos relacionados 
con la oxidación de hierro-azufre, o los factores moleculares propios de la interacción entre 
las dos especies. 
 
El número de reads obtenido en las tres condiciones experimentales fue adecuado para 
los análisis posteriores de expresión diferencial teniendo en cuenta que se obtuvieron por 
cuadruplicado (Haas et al., 2012), aunque la dificultad que se presentó para realizar la 
depleción de RNA ribosomal en las muestras control redujo de manera considerable el 
conteo final de reads empleados para el ensamblaje del transcriptoma, debido al 
abundante número de lecturas removidas porque mapearon con las secuencias 16S, 23S 
y tmRNA de las dos cepas. 
 
De los métodos de ensamblaje de novo evaluados, Trinity sin genoma de referencia fue el 
seleccionado, teniendo en cuenta que todos los métodos generaron un elevado número 
de transcritos y aún tras la curación manual realizada para remover redundancias y 
artefactos de ensamblaje, el transcriptoma final de 8599 contigs está posiblemente 
sobrerepresentado.  Considerando que el genoma de A. ferrianus tiene un estimado de 
3208 genes (Norris et al., 2020) y la especie cercana A. caldus tiene un estimado de 2996 
genes (Valdes et al., 2009), en el supuesto escenario de que ambas cepas estuvieran 
transcribiendo cada una cerca de 3000 genes, se tendría un metatranscriptoma de máximo 
6000 genes, lo que refleja la existencia de transcritos repetidos en el transcriptoma 
ensamblado y pone de manifiesto la necesidad de obtener los genomas de cada cepa, de 
manera que pueda depurarse el transcriptoma ensamblado. 
 
El elevado número de transcritos ensamblados fue uno de los criterios que se tuvieron en 
cuenta para establecer la expresión diferencial con un valor p ajustado<0,01 y un LFC de 
22, de manera que se redujera la sobreestimación de genes sin perder información de 
transcritos con bajos niveles transcripcionales y los resultados analizados fueron los 
obtenidos por el programa DESeq2, teniendo en cuenta que con el número de replicas 
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secuenciado para cada condición, los resultados eran confiables a la vez que se minimizó 
el número de falsos positivos (Schurch, et al. 2016). 
4.3.1 Genes del operón ars 
Con base en los porcentajes de similitud con secuencias anotadas de operones ars en 
otras especies de Acidithiobacillus spp., fue posible la identificación de los transcritos 
ensamblados que corresponden a los genes del operón en las cepas nativas. Fue de esta 
manera como se estableció la posible presencia de dos operones en cada una de las 
especies (Figura 42) y cuya organización debe confirmarse mediante secuenciación de 
DNA genómico. Es importante destacar que no es atípico identificar más de un operón en 
las cepas debido a que la redundancia del operón ars es frecuente en las bacterias y se 
asocia a eventos de duplicación génica o transferencial horizontal de genes (Ben Fekih et 
al., 2018).  
En la cepa Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3 se identificó una sola copia de los genes 
arsB y arsC, distribuidos en dos operones, por lo que se hipotetiza que corresponderían a 
secuencias producto de un evento de duplicación presentes ambos en el cromosoma, 
dispuestos en una organización similar a los operones de algunas cepas de A. caldus 
(Dopson, et al. 2003). Interesantemente, las usualmente fusionadas ArsR-ArsC codificadas 
por el operón arsI, no son codificadas en el operón arsII dónde está ausente el gen arsC, 
cuya proteína es usualmente fusionada por su tamaño relativamente pequeño (Wu et al., 
2010).  
Por su parte la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12 cuenta hipotéticamente con dos copias del 
operón en la organización canónica arsRBC (Ben Fekih et al., 2018) y únicamente en el 
operón arsI se identificó el gen putativo arsH, en una organización similar al operón de A. 
ferrooxidans (Butcher et al., 2000).  
El análisis de expresión diferencial confirmó la hipótesis de inducción en la transcripción 
de los genes del operón ars, tras la exposición y biooxidación de arsenopirita en el medio 
de cultivo, siendo el operón arsI de la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12 el que mostró mayor 
inducción (LFC), y en menor proporción el gen arsA del operón arsI de la cepa 
Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3 (Anexo O-2). Por otra parte, los resultados indican 
que los dos operones de cada especie son regulados en manera independiente debido a 
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que los perfiles transcripcionales mostraron patrones diferentes (Figura 48b). Este 
fenómeno ha sido descrito en otras especies portadoras del operón como P. putida, que 
pese a contar con dos operones, no se ha demostrado un efecto aditivo en cuanto a 
resistencia, sino que son expresados diferencialmente dependiendo de la temperatura 
(Páez-Espino et al., 2015). 
Por este motivo se buscaron los CDSs dentro de los transcritos para obtener el perfil de 
expresión para cada uno de los genes de manera individual, y corroborar el mecanismo 
diferencial de inducción con FeAsS al 2 % y al 3,33 % (Figura 48a).  Con significancia 
estadística, los genes que mostraron expresión diferencial se agrupan en cuatro patrones 
de expresión.  
• Inducción a una concentración de pulpa de 2 % de FeAsS: arsR del operón I de 
IBUN Ppt12. 
• Inducidos con una concentración de pulpa de 3,33 % de FeAsS: arsC, arsB y arsH 
del operón I de IBUN Ppt12; arsD, arsA, CBS y arsB del operón II de IBUN Pt127-
S3. 
• Represión a una concentración de pulpa de 2 % de FeAsS: todos los genes del 
operón arsII de IBUN Ppt12. 
• Represión a una concentración de pulpa de 3,33 % de FeAsS: arsR del operón I 
de de IBUN Pt127-S3. 
El análisis de expresión mostró una Inducción del gen arsR en el operón I de la cepa IBUN 
Ppt12 cuando se alcanzó la fase exponencial tardía con 2 % de arsenopirita, y teniendo en 
cuenta que esta copia del gen es co-transcrita junto con el gen único gen arsC identificado 
en esta cepa, es posible que haya una inducción rápida para sintetizar la proteína 
fusionada ArsR-ArsC (Wu et al., 2010), como primer mecanismo molecular en respuesta 
al incremento de arsénico en solución en la cepa nativa de A. ferrianus. A una 
concentración de 3,33 % de arsenopirita el resto de genes de este operón estarían 
fuertemente inducidos por acción del regulador arsR, lo que se confirma por el alto nivel 
de expresión de estos genes en esta condición (Anexo O-2).  
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Se ha demostrado la actividad de la proteína codificada por el gen arsH para oxidar 
compuestos organoarsenicales de un estado de valencia +3 a +5 (Chen et al., 2015), 
aunque en el caso de la cepa A. ferrianus no se identificó ningún transcrito homólogo al 
gen arsM, responsable de metilar compuestos de arsénico para reducir su toxicidad (Qin 
et al., 2006). No obstante, no hay evidencia de que sea necesario en la eliminación de 
organoarsenicales bajo las condiciones evaluadas y se plantea la hipótesis de que existen 
otros mecanismos asociados con la proteína ArsH para la detoxificación de compuestos 
inorgánicos de arsénico, ya que nuestros resultados comprobaron su importancia dentro 
de los genes inducidos durante la biooxidación de FeAsS. Tales mecanismos podrían 
incluir funciones relacionadas con el manejo de los compuestos ROS generados durante 
procesos de biooxidación (Páez-Espino et al., 2020) o inclusive procesos independientes 
a la respuesta a arsénico como lo plantea el estudio de Mo et al. (2011). 
En el caso de la cepa Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3, que muestra una mayor 
resistencia a arsénico, se apreció una inducción de los genes estructurales del operón arsII 
únicamente en FeAsS al 3,33 %, ya que el gen codificante del regulador ArsR parece ser 
expresado de manera constitutiva, debido a que no hay evidencia estadística de expresión 
diferencial en las tres condiciones (Anexo O-5), lo cual confirma su función paralela como 
proteína de unión al arsenito (Busenlehner et al., 2003), haciendo de esta proteína un 
sensor intracelular del metaloide. La inducción de este operón a mayores concentraciones 
de FeAsS, podría explicar la mayor resistencia de esta cepa debido a la síntesis de la ArsA 
ATPasa y la chaperona ArsD, junto con la proteína translocadora ArsB, que en conjunto 
favorecerían una respuesta más eficiente a la alta concentración de arsénico intracelular 
(Rosen, 1999a).  
El otro operón presente, denominado arsI, podría estar inducido por FeAsS al 2 % 
únicamente en la región promotora del gen arsA (Anexo O-2), pero en el análisis por genes 
no hay evidencia estadística significativa de inducción, lo que indica que podría tener una 
expresión constitutiva, y le permitiría a esta cepa responder de manera rápida a pequeños 
incrementos en la concentración de arsénico. Por el contrario, con FeAsS al 3,33 % habría 
una tendencia a reprimir la expresión del regulador y el gen arsC de manera opuesta al 
operón arsII, posiblemente para limitar la actividad de la arsenito reductasa (Dopson et al., 
2003) y regular de esta forma la cantidad de arsenito acumulado en el citoplasma.    
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Aunque hemos hipotetizado la presencia de los dos operones en el cromosoma de 
Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3, debido a la ubicación por separado de los genes 
arsC y arsB, sería pertinente confirmar la existencia de plásmidos en esta cepa para 
confirmar la hipótesis o asociar la ubicación de uno de estos operones con elementos 
genéticos extracromosomales o incluso en elementos transponibles como se ha observado 
en A. caldus (Tuffin et al., 2005). 
En el caso de la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12 la importancia del operón arsI, de mayor 
tamaño e inducido fuertemente en respuesta a la biooxidación de FeAsS, indicaría que 
está ubicado en el cromosoma, mientras que el operón arsII podría estar ubicado en un 
plásmido y ser inducido bajo algunas condiciones específicas de exposición a arsénico, 
aunque la reciente secuenciación del genoma completo de A. ferrianus, no mostró la 
presencia de plásmidos para esta especie (Norris et al., 2020).  
4.3.2 Clusters de transcritos con perfiles de expresión similar 
4.3.2.1 Transcritos inducidos con exposición a FeAsS 2% (Subcluster 2) 
Durante los procesos de biooxidación en tanques agitados (o en agitador orbital como se 
realizaron los experimentos), el tiempo de residencia, la agitación y el pequeño tamaño de 
las partículas de la pulpa hacen difícil la formación y estabilización de los biofilms, por lo 
que las bacterias del consorcio deben contar con el acervo genético necesario para una 
rápida respuesta al incremento de metales en cortos periodos de tiempo (Dopson y 
Holmes, 2014). Por esta razón los genes identificados dentro de este grupo de transcritos 
tienen una importancia biológica en relación con la respuesta las condiciones de estrés, 
debido a que pueden considerarse la respuesta inicial a una concentración de más de 300 
mg.L-1 de arsénico en solución por parte de las células planctónicas.  
Dentro de este cluster se encuentran el operón arsI de A. ferrianus IBUN Ppt12 y el gen 
arsAI de Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3 (Anexo O-4), las proteínas codificadas por 
estos genes podrían ser determinantes en la extrusión de arsenito cuando no se encuentra 
en concentraciones muy altas. Con base los resultados de expresión diferencial bajo estas 
condiciones se planteó un modelo de respuesta al arsénico, en el cual cada operón 
muestra un perfil transcripcional independiente como mecanismo de respuesta al aumento 
de mineral y por consiguiente de arsénico en solución (Figura 49). 
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Otro grupo de transcritos con mayor expresión en presencia del mineral incluye varios 
anotados como reguladores transcripcionales y genes de respuesta a condiciones de 
estrés, que podrían corresponder con los mecanismos específicos para reparación y 
mantenimiento del DNA, como la polimerasa IV (Henrikus et al., 2018) y varias proteínas 
con dominio HTH. 
 
Figura 49. Modelo propuesto de genes expresados diferencialmente en presencia de arsenopirita en el 
medio de cultivo según el porcentaje de similitud de los transcritos con genomas secuenciados de cepas tipo 
(ANEXO O-7). Las barras representan el número de reads mapeados (TMM) en cada condición evaluada. a.) 
Modelo propuesto para la cepa Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3. b.) Modelo propuesto para la cepa A. 
ferrianus IBUN Ppt12. 
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También se encuentran algunos genes homólogos a genes implicados en la síntesis de 
cadenas transportadoras de electrones y rutas de oxidación como cyoABCD, petB, drsE, 
y doxDA (Christel et al., 2016). Todos estos genes estarían siendo sobreexpresados 
debido a que son necesarios para la oxidación del hierro y compuestos inorgánicos de 
azufre que se lixivian en la arsenopirita y cuya concentración se incrementa con respecto 
a la condición control. Este grupo de genes permitió proponer un modelo de la oxidación 
de hierro para la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12 (Figura 50), aunque sin la secuencia de 
genoma para la cepa IBUN Pt1247-S3 no es posible establecer con certeza la ruta de 
transporte de electrones o la vía de oxidación que está empleando cada especie. 
Es interesante el significativo número de transcritos anotados con función relacionada a 
transposones y recombinasas, que respalda la evidencia de una correlación entre 
resistencia a metales con elementos génicos móviles, eventos de recombinación y 
reorganización genómica (Acuña et al., 2013; Li et al., 2019); durante la adaptación al 
mineral estos elementos constituirían factores relevantes en respuesta a las condiciones 
cambiantes del medio.  
4.3.2.2 Transcritos inducidos con exposición a FeAsS 3,33 % (Subcluster 3) 
En este grupo de genes se agruparon todos aquellos que no tienen una inducción evidente 
con una concentración de pulpa del 2 % pero que parecen estar sobreexpresados en una 
concentración de 3,33 %, por lo que podrían considerarse inducidos por mayores 
concentraciones de arsénico (~3 g/L), hierro, compuestos inorgánicos de azufre y mineral 
en solución. 
Dentro de este cluster se incluyen los genes de los operones arsI - Ppt12 y ars II -S3, que 
parecen ser los principales mecanismos genéticos de respuesta al arsénico, como se 
discutió en la sección anterior. También se destacan genes codificantes de proteínas 
relacionadas con la asimilación de amonio (amt y gln), así como genes asociados con 
procesos de oxidación de hierro y azufre incluidos feoB, hdrA, hdrB1, soxB, sat (Valdés et 
al., 2008; Yin et al., 2014; Wang et al., 2019), indicando un aumento de la actividad 
metabólica a partir del mayor consumo de amonio como fuente de nitrógeno y la 
sobreexpresión de toda la maquinaria enzimática disponible para la utilización del hierro y 
azufre lixiviados como fuente de energía. Todos los genes anotados con funciones 
asociadas a la oxidación de hierro, azufre y transporte de electrones fueron clasificados de 
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acuerdo con los porcentajes de similitud con las cepas tipo y se postularon modelos de la 
oxidación de RISCs para cada una de las cepas (Figura 51). 
 
 
Figura 50. Modelo propuesto de la oxidación de hierro en la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12 incluyendo todas 
las proteínas codificadas por los transcritos anotados con función de oxidación y transporte de electrones en 
A. ferrooxidans (Zhang et al., 2018). Se incluyen los valores de expresión normalizada para las tres 
condiciones evaluadas.  
 
Con respecto a este último grupo de genes, involucrados en oxidación de RISCs, es 
llamativo que los transcritos con alta similitud a las cepas tipo oxidadoras de azufre, 
incluidos en la Figura 51b, no presentaron incremento en el número de reads contrario a 
sus homólogos de bacterias oxidadoras de hierro, porque al haber aumento significativo 
del azufre lixiviado del mineral, se esperaría una inducción transcripcional similar a la que 
se evidenció con los genes putativamente asignados a la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12. 
Una posible explicación a este fenómeno es la disminución de células de la cepa 
Acidithiobacillus sp. IBUN S3 en la fase planctónica de los cultivos en presencia de mineral, 
como se discutirá más adelante en la sección 4.3.3.  
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Figura 51. Modelo propuesto de la oxidación de RISCs incluyendo todas las proteínas codificadas por los 
transcritos anotados con función de oxidación de azufre y transporte de electrones en Acidithiobacillus spp. 
(Wang et al., 2019) y los valores de expresión normalizada para las tres condiciones evaluadas. a) Modelo de 
la cepa A. ferrianus IBUN Ppt12; b) Modelo de la cepa Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3. 
 
El otro grupo de genes inducidos se podrían asociar con proteínas encargadas del 
transporte de iones y se correlacionarían con mecanismos complementarios al operón ars 
involucrados en la extrusión de metales (Rosen, 1999b), lo cual favorecería una respuesta 
más eficiente al incremento de arsénico en solución. 
b. 
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4.3.2.3  Transcritos reprimidos por exposición a FeAsS (Subcluster 1) 
Este cluster agrupó todos los transcritos cuya expresión se reprime en presencia de 
arsenopirita y se pudieron identificar varios genes relacionados con la formación de pilis, 
estos transcritos fueron agrupados en una categoría de ontología con enriquecimiento y 
por consiguiente su relación con la adaptación al mineral será analizada en la sección 
4.3.4. 
El otro grupo de transcritos reprimidos codifican para proteínas que intervienen en 
procesos de conjugación como las Tra y Trb (Flores-Ríos et al., 2017), lo cual soporta la 
hipótesis de que al menos una de las dos cepas nativas cuenta con plásmido(s), pero los 
datos de expresión reflejan que la transferencia de estos elementos extracromosomales 
se vería reprimida en las condiciones evaluadas, lo que indica que portarían genes que no 
tienen incidencia directa sobre la adaptación a incrementos de arsenopirita en el medio de 
cultivo, por lo que no contendrían genes del operón ars.  
4.3.3 Dinámica poblacional de cada especie durante la adaptación 
Durante la estandarización de las condiciones de cultivo para la adaptación del consorcio 
binario a arsenopirita se definió la preparación del inóculo en una proporción 1:1 de cada 
cepa, por esta razón a partir de los cultivos continuos en Steady-State se tomaron 
concentraciones celulares equivalentes (~5x106 cel/mL). No obstante, de igual manera a 
como ocurre en los tanques de biooxidación, la composición poblacional de las especies 
que conforman el consorcio no se estabiliza a lo largo del tiempo debido a que la variación 
de condiciones durante la lixiviación de los metales del mineral impacta considerablemente 
las especies implicadas (Okibe et al., 2003), por lo cual no se conocía la manera en que 
variaría esta proporción a lo largo de la adaptación, ya que no contábamos con datos de 
velocidad específica de crecimiento para cada una de las cepas en el consorcio.  
Por este motivo se planteó utilizar los datos del transcriptoma, para establecer 
relativamente el comportamiento de las poblaciones durante la adaptación. Para obtener 
este estimado se tuvo en cuenta el número de reads que mapearon a genes asignados a 
cada una de las cepas y que fueran expresados de manera constitutiva, incluyendo los 
ribosomales, el gen codificante de la RubisCo y el gen codificante de la aminotransferasa 
de aminoácidos de cadena ramificada (Anexo O-6). Es importante resaltar que este valor 
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estimado se determinó presumiendo la ausencia de múltiples copias del gen rRNA16S, lo 
cual incidiría sobre el porcentaje relativo de cada cepa.  
Los datos indican que antes de alcanzar la fase estacionaria en el cultivo control, la mayor 
cantidad de células correspondería a la cepa Acidithiobacillus sp., debido a que el azufre 
como donador de electrones estaba disponible desde el inicio del cultivo mientras que, 
durante el proceso de adaptación en presencia de arsenopirita, la cepa que se hace 
predominante es la A. ferrianus, ya que debe iniciarse la lixiviación del mineral para que 
queden expuestos átomos de azufre, de acuerdo con el modelo propuesto en la ecuación 
7. Aunque al inicio del cultivo el Fe+2 tampoco se encuentra en abundancia, se debe tener 
en cuenta que el RNA fue obtenido cuando se apreció un incremento exponencial del ORP 
y no se prolongó la incubación para evitar que alguna de las especies entrara en fase 
estacionaria. 
Cómo se observó en la curva de crecimiento con mineral como única fuente de energía 
(Figura 33), tras un aumento significativo en el potencial ORP el descenso de pH se dio de 
forma progresiva durante los siguientes días, lo que coincide con los datos transcriptómicos 
debido a que la cepa Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3 podría tener un crecimiento 
más lento, e incrementaría su concentración celular cuando la cepa A. ferrianus ya se 
encuentra en fase estacionaria. Esta hipótesis también explicaría por qué no se apreció un 
mantenimiento del pH en los cultivos de adaptación, en el tiempo que se colectó la biomasa 
para extraer el RNA (Tabla 12).  
Otra posible explicación a la menor cantidad de Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3 en 
las células planctónicas de los cultivos con FeAsS puede ser la rápida adherencia a las 
partículas del mineral, debido a que los mecanismos de quimiotaxis pueden inducir a estas 
bacterias a adherirse al mineral en el que se empiezan a formar compuestos de azufre 
reducidos por acción de la oxidación causada por células de A. ferrianus como se 
documentó en el estudio de Bellenberg et al. (2014). 
Desde la perspectiva de tolerancia a arsénico se podría considerar que las 
concentraciones de arsénico lixiviado no afectaron a ninguna de las dos especies, teniendo 
en cuenta que no se pudo obtener RNA en las mayores concentraciones de pulpa (>4 %), 
aunque de continuar la lixiviación del arsénico con FeAsS al 3,33 %, podría esperarse una 
disminución de la cepa A. ferrianus en los días siguientes de biooxidación, debido a su 
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menor resistencia en comparación con la cepa Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3, así 
como a un menor pH en el medio. 
4.3.4 Análisis de enriquecimientos de ontología de genes GO 
Los resultados de expresión diferencial transcriptómica ofrecen una visión general de la 
respuesta a las condiciones evaluadas, sin embargo la abundancia de genes de manera 
individual podría ser sesgada y se hace necesario determinar los fenómenos biológicos 
relacionados con los grupos funcionales diferencialmente expresados. Para dar una 
explicación a la respuesta que el consorcio lleva a cabo durante la adaptación en forma de 
procesos fisiológicos o moleculares, el análisis de enriquecimiento es una herramienta muy 
útil.   
 
Mediante el test exacto de Fisher se obtuvo el listado de términos GO significativamente 
enriquecidos, haciendo la comparación entre el control sin mineral y en presencia de 
arsenopirita (Figura 45). Dentro de la categoría Procesos Biológicos se confirmó la 
importancia de los transcritos con funciones directamente relacionadas con la respuesta a 
arsénico como se planteó en la hipótesis, debido a que, en la biooxidación de arsenopirita, 
desde una concentración de 2% el arsénico es el elemento que ejerce mayor toxicidad 
sobre el microorganismo. Estos datos corroboran la inducción de toda la maquinaria 
genética asociada con detoxificación de arsénico, incluida en los términos GO response to 
arsenic-containing substance (0046685), arsenite transport (0015700) y detoxification of 
arsenic-containing substance (0071722).  
 
Otros términos con enriquecimiento asociados con la detoxificación a arsénico, pero que 
también podrían estar asociados con la acumulación de hierro durante la biooxidación 
fueron, stress response to metal ion (0097501) y positive regulation of ATPase activity 
(0032781), ya que es el otro metal que se incrementa en el medio y cuya detoxificación 
depende de mecanismos de extrusión (Dopson y Holmes, 2014). También hay 
enriquecimiento en la categoría inorganic anion transport (0015698), que incluye varios 
transcritos involucrados en el transporte de fosfatos, así como los que codifican bombas 
de extrusión de los sulfatos producidos durante la oxidación de S0. 
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Dentro del grupo de transcritos sobreexpresados con enriquecimiento en presencia de 
FeAsS, se destaca el número importante de genes asociados con el transporte de grupos 
fosfatos (Figura 47a), dentro de los que se lograron identificar homólogos a los genes       
phoU y pst anotados en el genoma de A. ferrianus (Anexo O-8). Así mismo, genes 
homólogos a ppx y ppk involucrados en el metabolismo de polifosfatos (Valdés, et al. 
2008), mostraron mayor número de transcritos en concentraciones de FeAsS 3,33 % en 
comparación con el medio sin mineral. Teniendo en consideración que el fosfato 
suplementado en el medio 9K es suficiente para el proceso de biooxidación y no fue una 
variable para las tres condiciones evaluadas, se hipotetiza que el mayor número de 
transcritos establecido para este grupo de genes en presencia de mineral podría tener 
relación con mecanismos de respuesta a cambios en el entorno y estrés, mediados por 
polifosfatos inorgánicos según la revisión publicada por Orell et al., 2012.  
 
Aunque en A. ferrooxidans la regulación de los genes del regulón pho es relevante en 
presencia de arsenopirita debido a la analogía estructural entre el fosfato y el arsenato 
(Vera et al., 2003), no se puede descartar la posibilidad de un mecanismo de respuesta al 
arsénico mediado por la degradación de polifosfatos, similar al que se ha demostrado en 
A. ferrooxidans en presencia de altas concentraciones de cobre (Álvarez y Jerez, 2004). 
El gen homólogo a phoU cumple una función reguladora sobre el sistema de extrusión Pst 
y su mayor expresión junto con diferentes genes que codifican para transportadores de 
fosfato denotaría la estimulación de las bombas de extrusión de fosfatos y el concomitante 
incremento de la actividad en enzimas exopolifosfatasas (Navarro et al., 2013; Ulloa  et al., 
2018; Han et al., 2019; Murota  et al., 2019), por lo que los resultados indican que este 
mecanismo estaría siendo activado por la exposición a arsenopirita (control vs FeAsS            
2 %), e inducido fuertemente por el aumento en la concentración de arsénico (FeAsS      
3,33 % vs FeAsS 2 %), bien sea para la eliminación directa de arsenato o de complejos de 
fosfato-arsénico como se postula en el modelo propuesto para la cepa A. ferrianus IBUN 
Ppt12 (Figura 49b).  
 
En la categoría Función molecular, también se incluyeron los mismos transcritos con las 
funciones anteriormente descritas, dentro de los términos ion transmembrane transporter 
activity (0015075), arsenate ion transmembrane transporter activity (1901683), arsenate 
reductase (thioredoxin) activity (0030612) y ATPase-coupled arsenite transmembrane 
transporter activity (0015446). Por esta razón para la categoría se seleccionaron los 
130 Identificación de genes expresados diferencialmente durante la biooxidación de arsenopirita, por un consorcio de 
microorganismos aislados en una mina de Antioquia 
 
transcritos del término oxidoreductase activity (0016491), para establecer el perfil de 
transcripción mediante mapa de calor (Figura 47c). 
 
Otra categoría interesantemente inducida por FeAsS está constituida por los genes 
incluidos en urea carboxylase activity (0004847), una actividad enzimática que en otras 
bacterias puede estar relacionada con respuesta al estrés inducido por pH ácido, debido a 
que está función se acopla con el consumo de H+ (Cappelletti et al., 2016), aunque en 
Acidithiobacillus spp. no se han caracterizado y se hipotetiza que pueden proporcionar 
ventajas adaptativas bajo condiciones de limitación de nitrógeno o pH extremamente ácido 
(Castro et al., 2017), condiciones que en nuestro estudio no mostraron variación entre la 
condición control y con FeAsS. 
 
Un número significativo de transcritos inducidos con enriquecimiento, son codificantes de 
proteínas descritas en la literatura como potenciales mecanismos de adaptación a 
condiciones adversas incluidas chaperonas moleculares, helicasas y proteínas de 
respuesta a estress oxidativo (Christel et al., 2016). Este grupo está incluido en los 
términos cellular response to stress (0033554), DNA repair (0006281) y mismatch repair 
(0006298). En este grupo también podrían incluirse los genes anotados dentro de la 
categoría tryptophan biosynthetic process (0000162), teniendo en cuenta la importancia de 
este aminoácido en la función de las metalochaperonas, incluida la ArsD (Loftin et al., 2009; 
Ajees et al., 2011). 
 
La representación gráfica de expresión mediante el mapa de calor del término 
oxidoreductase activity (0016491), confirmó la inducción de múltiples genes involucrados 
en las cadenas transportadoras de electrones, como se discutió en la sección 4.3.2. Este 
grupo de genes está siendo fuertemente inducido en presencia de arsenopirita o de los 
productos de su lixiviación (hierro ferroso y compuestos inorgánicos reducidos de azufre) 
(Figura 47c), lo que indica que hay mecanismos transcripcionales que permiten 
incrementar la actividad metabólica del consorcio frente al aumento progresivo de 
donadores de electrones (Figura 50; Figura 51a). Sin embargo, es necesario confirmar 
mediante secuenciación de genoma, los genes de cada cepa con el fin de establecer una 
reconstrucción metabólica de las vías utilizadas bajo estas condiciones.  
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En la categoría Componente celular se analizó el término pilus (0009289), ya que es uno 
de los más representativos dentro de los transcritos reprimidos que mostraron 
enriquecimiento y está estrechamente relacionado con la formación de biopelículas sobre 
la superficie del mineral, un mecanismo fundamental para la resistencia a las condiciones 
adversas generadas durante la biooxidación de sulfuros metálicos (Dopson y Holmes, 
2014). Cabe resaltar que la extracción del RNA fue realizada a partir de las células 
planctónicas debido a la dificultad de obtener RNA en las células adheridas al mineral, por 
lo que los resultados del transcriptoma posiblemente reflejan un perfil de expresión 
diferente al de las células que estén conformando biopelículas en las partículas de mineral. 
 
La represión de genes dentro de esta categoría no coincide con investigaciones anteriores 
en bacterias acidófilas (Ossa et al., 2014; Christel et al., 2018), lo que indica que en 
presencia de FeAsS se estaría reduciendo la capacidad de adhesión por la menor síntesis 
de pili, al menos en cuanto a la población muestreada correspondiente a las células 
planctónicas. No obstante, la abundancia de hierro y compuestos reducidos de azufre en 
solución reducirían la presión por limitación de donadores de electrones sobre el consorcio, 
manteniendo silenciado este grupo de genes hasta tanto no se alcance la fase 
estacionaria, cuando la adherencia a las partículas de mineral podría favorecer una mayor 
exposición de Fe+2 y compuestos inorgánicos reducidos de azufre.  
 
La formación de biopelículas sobre el mineral es un proceso complejo en el que interactúan 
diferentes grupos de genes, incluyendo los de quimiotaxis, quorum sensing, procesamiento 
de carbohidratos y biosíntesis de lipopolisacáridos (Harneit et al., 2006; Armitage y Berry, 
2010; Renner y Weibel, 2011; Ruiz et al., 2012). Aunque ninguna de estas categorías de 
ontología mostró enriquecimiento, se buscaron los perfiles de expresión de algunos de 
estos genes y se lograron identificar más de 8 transcritos reprimidos por FeAsS que fueron 
anotados como codificantes putativos de diguanilato ciclasas y proteínas de unión a c-di-
GMP con dominios GGDEF y EAL (Anexo O-3), corroborando que en las células 
planctónicas esta cascada de activación de mecanismos para dar inicio a la formación de 
biopelículas no tiene relación únicamente con la presencia del mineral per se y puede estar 
bajo inducción de otros factores que no tuvieron variación en nuestro experimento como 
fase de crecimiento, agitación o composición de la población. 
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También están reprimidos transcritos que codifican proteínas homólogas a FliG, FliM, 
YcgR, CheR, CheA, CheY, MotA y MotB (Anexo O-4, Subcluster 1); aunque se ha 
demostrado que este mecanismo de regulación se presenta cuando los cultivos 
bacterianos entran en fase estacionaria como respuesta al agotamiento de nutrientes para 
iniciar la formación de biopelículas (Armitage y Berry, 2010), no es tal el caso del consorcio 
cuando se expone a FeAsS, debido a que se evidencia la represión de estos genes en 
fase exponencial tardía, indicando que la presencia de partículas de mineral en suspensión 
puede ser uno de los factores que ocasione la reducción significativa de la síntesis de 
proteínas estructurales y regulatorias necesarias para la movilidad, estimulando de esta 
forma a las bacterias a formar biopelículas de manera temprana. En este sentido, estos 
datos tienen correlación con la represión de los genes asociados a pili, teniendo en cuenta 
que la quimotaxis y movilidad (twitching) son otras de las funciones con que están 
asociadas estas estructuras celulares (Li et al., 2010).  
 
Por otra parte, las glicosiltransferas y otras proteínas asociadas con la biosíntesis de 
glicolípidos estructurales de los LPS y componentes de pared, se encuentran 
ambiguamente inducidas y reprimidas en presencia de FeAsS, por lo que estos datos no 
son concluyentes y podrían verse afectados únicamente cuando las células han iniciado el 
proceso de formación de la biopelícula, es decir en las células adheridas al mineral. 
 
El otro término GO de transcritos reprimidos que mostró enriquecimiento incluye genes 
codificantes de enzimas metilasas/demetilasas (Figura 45c), y de acuerdo con la anotación 
realizada en este grupo de genes (Anexo O-8) se postula que este grupo de genes está 
siendo reprimido por la arsenopirita para reducir la metilación, de manera que se puedan 
mantener activos bloques de genes necesarios para la resistencia al arsénico, teniendo en 
cuenta que la metilación en bacterias cumple un papel de regulación génica y corrección 
de errores en respuesta a estímulos ambientales (Low et al., 2001; Sánchez-Romero et 
al., 2015), por lo que posiblemente en respuesta al mineral, se buscaría mantener activos 
estos mecanismos durante las condiciones de estrés.   
Los resultados de los análisis de transcriptómica y expresión diferencial se incluyen en el 
artículo titulado “RNA transcript response by an Acidithiobacillus spp. mixed culture reveals 
adaptations to growth on arsenopyrite”, sometido en revista internacional (Anexo Q). 
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4.4 Conclusiones  
 
Se logró estandarizar un método de extracción de RNA en células planctónicas durante la 
adaptación a incrementos progresivos en la concentración de mineral en el medio de 
cultivo y utilizando la secuenciación masiva RNA-seq fue posible el ensamblaje de novo 
del transcriptoma y el análisis de expresión diferencial de genes por parte del consorcio.  
 
Se confirmó la presencia del operón ars en las dos cepas nativas y se demostró la hipótesis 
de una inducción de sus genes estructurales en respuesta al incremento de arsénico en 
solución, producido por la biooxidación de arsenopirita. 
 
Dentro del grupo de genes expresados de forma diferencial en las dos condiciones 
evaluadas durante la adaptación a incrementos de arsenopirita, se identificaron genes 
inducidos que podrían estar asociados con mecanismos de respuesta al estrés, 
acumulación de polifosfatos, utilización de compuestos nitrogenados y múltiples proteínas 
involucradas en procesos de oxido-reducción. Como genes reprimidos se destacaron 
principalmente aquellos relacionados con motilidad y quimiotaxis. 
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5. Conclusiones y recomendaciones 
5.1 Conclusiones 
Las cepas aisladas a partir de drenajes circum-neutros provenientes de la mina de oro el 
Zancudo de Titiribí, Antioquia, fueron clasificadas como bacterias acidófilas 
quimiolitoautótrofas y mesófilas. Un grupo de aislamientos mostraron capacidad de oxidar 
hierro y compuestos reducidos de azufre, por lo que fueron relacionadas taxonómicamente 
con las especies A. ferrooxidans, A. ferridurans y A. ferrianus. El otro grupo solo mostró 
capacidad de oxidar azufre, tiosulfato y tetrationato, pero su similitud en el gen 16S con 
otros Acidithiobacilos oxidadores de azufre fue inferior al 95%, por lo que este grupo fue 
clasificado como Acidithiobacillus sp. y se plantea la hipótesis que correspondan a una 
nueva especie dentro del género. 
 
Teniendo en cuenta su capacidad para tolerar arsénico en el medio de cultivo, posibilidad 
de oxidar sulfuros metálicos como donadores de electrones y su tasa de crecimiento, se 
desarrolló un consorcio microbiano constituido por una cepa nativa de A. ferrianus y una 
cepa nativa de Acidithiobacillus sp. oxidadora de RISCs, en proporción 1:1. Este consorcio 
fue eficiente y mostró reproducibilidad en la lixiviación de hierro y arsénico en un cultivo 
con arsenopirita en concentraciones de pulpa hasta del 10 %. 
Se pudieron identificar dos operones ars diferentes en cada una de las cepas nativas, 
regulados de manera independiente durante su adaptación a incrementos sucesivos de 
arsenopirita en el medio de cultivo, lo que permite establecer que este constituye el 
principal mecanismo de tolerancia a arsénico en estas dos cepas. 
El análisis del transcriptoma demostró que durante la adaptación al aumento de 
arsenopirita en el medio de cultivo, hay una inducción de genes relacionados con 
reparación de DNA, regulación génica, degradación de polifosfatos, utilización de urea, 
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procesos de oxido-reducción y transporte transmembranal de iones, así como la represión 
de genes asociados con motilidad y quimiotaxis. 
5.2 Recomendaciones 
 
Se recomienda obtener la secuencia de genoma para las dos cepas, al menos a nivel de 
Draft, con el objetivo de establecer el verdadero número de transcritos mediante un mapeo 
a los CDSs de cada cepa, de manera que se obtenga un análisis de expresión diferencial 
más significativo, con una anotación completa de los genes identificados y en el que se 
pueda analizar el perfil de expresión para grupos de genes por función específica.  
Realizar una caracterización completa de los operones ars, incluyendo regiones no 
transcritas y validar por medio de Q-PCR la inducción de los genes cuando las cepas son 
expuestas a FeAsS, As+3, As+5 y compuestos organoarsenicales.   
Cómo ya se ha estandarizado la metodología para la extracción de RNA en las cepas 
acidófilas, sería pertinente volver a obtener muestras de RNA del consorcio en condición 
de control (sin FeAsS en el medio de cultivo), para recuperar mayor biomasa, realizar 
ribodepleción y aumentar la profundidad de la secuenciación en esta condición. 
Teniendo en cuenta el bajo porcentaje de similitud del gen rDNA 16S de la cepa 
Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3 con otras especies del género y poder refutar o 
confirmar la hipótesis planteada en nuestra investigación, es necesario realizar la 
caracterización completa de esta cepa para definir si corresponde a nueva especie. 
Desde la perspectiva biotecnológica y con un enfoque de prospección para evaluar el 
comportamiento de las cepas nativas a escala piloto, sería pertinente evaluar diferentes 
cultivos mixtos (incluyendo cepas de L. ferriphilum) con mineral refractario de minas 
colombinas y obtener datos estadísticos, con el fin de definir el cultivo que proporcione los 
mejores rendimientos de biooxidación en función del porcentaje de hierro y arsénico 
lixiviados.  
Anexos 
Anexo A: Ubicación geográfica de la mina de
oro El Zancudo
Ubicación cartográfica aproximada de la mina el Zancudo. Coordenadas satelitales 
(6.069028,-75.797961). El clima en la región es templado con un promedio de 
temperatura de 20°C durante el año y precipitaciones anuales entre 1500 mm y 
2000 mm. 
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Anexo B: Zonas muestreadas dentro de la 
mina el Zancudo 





























Muro de la zona El Salto 
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Anexo C: Preparación de medio 9K sólido 
suplementado con FeSO4 
El medio sólido para bacterias oxidadoras de hierro contiene tres partes (Para 1L):  
 Parte I: 400 mL de medio 9K pH 1.6 con solución de minerales traza (TES). 
 Parte II: 500 mL de medio 9K sin ajustar pH con agarosa 8 g/L  
 Parte III: 100 mL de medio 9K suplementado con FeSO4.7H2O 20 % pH 1.6, 
esterilizado por membrana.  
 
Preparación 
1. Preparar 1 L de medio 9K y fraccionar en tres partes de 400, 500 y 100 mL 
2. Ajustar pH a 1.6 en las fracciones I y III 
3. Disolver FeSO4.7H2O en la fracción III y filtrar por membrana de 0,22 µM 
4. Adicionar 8 g de agarosa en fracción II y disolver por ebullición 
5. Esterilizar los componentes I y II por separado en autoclave a 121 °C por 15 
min 
6. Dejar enfriar a 50 °C y mezclar vigorosamente 
7. Adicionar componente III y TES, agitar y verter en cajas de Petri.  
 








-  Negativo 
nd. Datos no disponibles 









Tinción de Gram - - - - 
Movilidad + + - - 
Crecimiento a 30 °C + + + + 
Crecimiento a 37 °C - - - - 
Supervivencia a pH 7 + + nd nd 
Donadores de electrones 
Azufre + + + + 
Tetrationato + + nd nd 
Tiosulfato + + nd nd 
Sulfato Ferroso - + + + 
Pirita nd + + + 
Arsenopirita + (En co-cultivo) + + + 
Hidrógeno nd nd nd nd 
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Anexo E: Listado de secuencias del gen 16S 
incluidas en el análisis taxonómico 
*Hipotéticamente nuevas especies (Moya et al., 2018).                                                                               
+Cepas cercanamente relacionadas con los aislamientos IBUN Pt1247 (Nareshkumar et al., 2008) 
Clasificación Accesión Especie Cepa Aislamiento 
Cepas tipo 
NR_042145 T. tepidarius DSM 3134 N/A 
NR_028982 A. albertensis DSM 14366 Acidic soil 
NR_026517 A. caldus DSM 8584 Coal spoil 
NR_117036 A. ferridurans ATCC 33020 Mine 
NR_074193 A. ferrooxidans ATCC 23270 Mine 
NR_114620  A. ferrivorans SS3 Mine 
NR_044920  A. thiooxidans ATCC 19377 Clay 
MK193868 A. sulfuriphilus CJ-2 Mine 
MN733279 A. ferrianus MG1 Acidic pond  
KR905751 A. ferriphilus DSM 100412 Volcanic 
KX894723 Acidithiobacillus sp.* GG1/14 Geothermal pool 
KY608911  Acidithiobacillus sp.* RW2 N/A 
Cepas de 
Acidithiobacillus sp. 
de todo el mundo 
AF362022 A. ferrooxidans ATCC 19859 Mine 
AM502930 A. ferrooxidans LMT1 Mine 
KX894722 A. thiooxidans ATCC 19703 Industrial 
KX894728 A. thiooxidans ATCC 21835 Natural 
DQ909079 A. ferrooxidans AFc Natural 
DQ676505 A. ferrooxidans BY-3 Mine 
EU084706 A. thiooxidans LYS Mine 
EF059760 A. thiooxidans JY Mine 
FJ154514 A. thiooxidans A01 Mine 
EF010878 A. ferrooxidans SRHGM Mine 
JQ820325 A. thiooxidans+ ZMB Industrial 
DQ834372 A. thiooxidans+ AAU Soil 
JX989241  Acidithiobacillus sp. Clone G5 - uncultured N/A 
JN982092   A. ferrooxidans Clone U2V - uncultured natural 
KX894711 A. ferridurans DSM 9465 N/A 
X75268 A. ferrooxidans N-Fe3 N/A 
X75269 A. thiooxidans B-S3 N/A 
KX894704 A. ferrooxidans DSM 1927 Mine 
AY552088 A. thiooxidans DAMS N/A 
AF329204 Acidithiobacillus sp. SSP Mine 
KX894709 A. ferridurans D2PG Mine 
KJ679874 A. ferrivorans ACH Natural 
KR905754  A. ferriphilus PS104 Mine 
KR905756  A. ferriphilus  Malay Mine 
EU839490 A. ferrivorans Peru6 Mine 
FN686783 A. ferrooxidans A1 Mine 
KU249598 Acidithiobacillus sp. La10a Natural 
KX894706 A. ferridurans B5 Mine 
KJ573102 A. ferrooxidans XZ11 Mine 
KP779620 Acidithiobacillus sp. FJ2 Mine 
KM192210 A. ferrooxidans TFBK Mine 
GU168009 A. ferrooxidans BGR:107 Mine 
AF465605 A. ferrooxidans TFN-d Mine 
AJ457806 A. ferrooxidans BRGM1 Mine 
AJ457804 A. ferrooxidans CC1 Mine 




Anexo F: Determinación de 
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Anexo G: Cuantificación espectrofotométrica 
de hierro con 1,10-fenantrolina 
Muestra: 20 – 50 µL de sobrenadante (x2) en balones aforados 
Reactivos: 
 HCl 1N 
 O-Fenantrolina 0,1% con 3 gotas de HCl concentrado, en frasco ambar 
 Hidroxilamina Clorhidrato 10% w/v 
 Solución buffer 0,1 M de acetato-acético  pH 3.5: 
NH4C2H3O2 250g/150 mL H2O + 700 mL Acético glacial 
 
Solución Patrón de hierro (200 mg/L): 1,404g Fe(NH4)2(SO4)2 .6H2O  
                                                                           50 mL H2O destilada + 20 mL de H2SO4 97%  
                                                                           KMnO4         
- Con agitador magnético disolver totalmente el Fe(NH4)2(SO4)2 a la solución ácida. 
- Manteniendo agitación, adicionar gotas de KMnO4 hasta obtener coloración rosa. 
- Aforar a 1000 mL 
Hierro Total: 
1. Agregar 100µL de HCl 1N a la muestra 
2. Agregar 2 mL de hidroxilamina y dejar reaccionar por 10 minutos 
3. Agregar 5 mL de Buffer acetato  
4. Agregar 2 mL de Fenantrolina y aforar a 100 mL 
5. Leer absorbancia a 510 nm 
 
Hierro +2: 
1. Agregar 5 mL de Buffer acetato a la muestra 
2. Agregar 2 mL de Fenantrolina y aforar a 100 mL 
3. Leer absorbancia a 510 nm 
 




Anexo H: Cuantificación turbidimétrica de 
sulfatos con BaCl2 
Según el international standard ASTM D516 - 16 
Muestra: 500 – 1000 µL de sobrenadante en vaso de precipitado de 250 mL 
Reactivos: 
 Cristales de BaCl2.2H2O desecados durante 24 horas 
 Reactivo acondicionante: 
30 mL HCl + 300 mL agua destilada + 100 mL isopropanol + 75 g NaCl + 50 mL glicerol 
 
Solución Patrón de sulfatos (100 mg/L): 0,1479 g Na2SO4 / 1 L agua destilada  
 
1. Agregar a la muestra agua destilada hasta completar 100 mL de volumen. 
2. Adicionar 5 mL de reactivo acondicionante y mezclar con agitador magnético.  
3. Manteniendo la agitación, agregar aproximadamente 0,3g de cristales de BaCl2 y 
mezclar durante 1 minuto. 
4. Dentro de los 5 minutos siguientes leer absorbancia a 420 nm 
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Anexo I: Difractograma de rayos-X para la 














































Anexo J: Hierro, Arsénico y Sulfatos 
cuantificados durante la biooxidación de FeAsS 
















PPt12 Fe+2 Fe 2 Fe+2 Fe 5 Fe+2 Control Fe+2
PPt12 Fe+3 Fe 2 Fe+3 Fe 5 Fe+3 Control Fe+3




























PPt12 P61114 Fe2 P61114 Fe5 Control
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 Anexo K: Tabla comparativa de los 
resultados de biooxidación de FeAsS al 10 % 



























A. ferrianus 9,7x108 
12 
g (h) = 41 
















(10%) 10,9   











































Los porcentajes de metal lixiviado se calcularon con una proporción teórica de 0,197 g de 
S0, 0,343 g de Fe y 0,46 g de As por g de FeAsS.  




Anexo L: Cuantificación espectrofotométrica 
de hierro con ferrozina 
Fe(II) 
1. Add 2 ml sample to a tube 
2. Add 400 µl Ferrozine 
3. Add 200 µl buffer 
4. Add 200 µl MQ 
5. Mix 
6. Incubate for 60 min at room temperature 




1. Add 2 ml sample to a tube 
2. Add 200 µl reducing agent 
3. Incubate 10 min at room temperature 
4. Add 400 µl Ferrozine 
5. Add 200 µl buffer 
6. Mix 
7. Incubate 60 min at room temperature 
8. Measure abs @ 562  nm 
 
 
Fe(III) by difference 
 
Ferrozine (0.75 mg/ml): 
250 ml nanopure H2O 
0.1875 g 3-(2-pyridly)-5, 6-bis(4-phenyl-sufonic acid)-1,2,4-triazine (ferrozine; PDT disufonate) 
 
Buffer = 6.8 % (w/v) sodium acetate: 
250 ml nanopure H2O 
17 g sodium acetate 
adjust to pH 6.8 +/- 0.5 w/ trace-metal grade HCl 
 
Reducing agent = 100 mg/ml hydroxlamine hydrochloride 
90 ml nanopure H2O 
9 g aqueous hydroxylamine 
 
Fe(III) standard = 1 mM Fe2(SO4)3 
0.01 g Iron(III)Sulfate [Fe2(SO4)3] in 25 ml MQ 
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 Anexo M: Cuantificación 
espectrofotométrica de tetrationato via cianolis 
 
S4O62- + 3 CN- + H2O → S2O32- + 2 HCN + SCN- 
 
[S4O62-] = [SCN-] 
 
 
Tetrathionate: add subsequently in order exactly as below, be very careful 
- 2 ml sample 
- 0.4 ml 0.5 mM CN-→ mix and incubate for 10 minutes 
- 2 ml ammonium/acetate buffer 
- 4x0.9 ml Solution A→ mix, read absorbance at 460 nm after 5 minutes 
 
Reagents: 
- 0.5 M CN- (1.628 g KCN in 50 ml H2O) 
- Ammonium/acetate buffer pH 4.3 (77 g/l NH4Ac and 100 ml/l HAc in H2O) 
- 1.5 M ferric nitrate in 4 M HClO4 (303 g Fe(NO3)3 x9H2O + 168 ml 71% HClO4, fill 
up with H2O to final volume of 0.5 l) 
- 0.05 M CuSO4 (0.624 g CuSO4 x5H2O in 50 ml H2O) 










Anexo N: Resultados de secuenciación por 
NovaSeq6000 2x151 
Sample 
Sequencing Number of reads 
 
reads >=Q30(%) Trimmomatic Ribo-depletion RSEM Mapping % Mapping 
Control 1 45781282 94,8 42856922 1300658 1124956 86,5 
Control 2 50472616 95 46987154 1715156 1531292 89,3 
Control 3 46134760 94,9 42537377 2078676 1969822 94,8 
Control 4 46588423 95 41436905 2297740 2104764 91,6 
2%_1 44403519 95 40307359 5670940 4824808 85,1 
2%_2 44480900 94,7 40766601 5696536 4616012 81,0 
2%_3 41038202 94,8 37776766 3847186 3235114 84,1 
2%_4 47382073 95 43654003 5145098 4815428 93,6 
3,3%_1 45041105 94,7 41204342 18860798 15751852 83,5 
3,3%_2 42745145 94,8 39200335 14813348 12102964 81,7 
3,3%_3 42672506 95 39600001 15513192 12582470 81,1 
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Anexo O: Resultados Expresión Diferencial 
1. Gráficos MA y Volcano de los resultados pareados, obtenidos mediante el 
programa DESeq2. a) Control vs FeAsS 2 %, b) Control vs FeAsS 3,33 % y c) 










2. Listado de transcritos inducidos por FeAsS (con 2 y 3,3 % de pulpa) según el 
programa DESeq2 con LFC>22 y padj<0,001. 
La tabla completa de los transcritos inducidos en presencia de FeAsS con los resultados estadísticos y anotación detallada 





Transcript_id TMM_0 TMM_2% TMM_3,3% log2FC (0 vs 2%) padj 
log2FC 
(0 vs 3,3%) padj Anotation 
TRINITY_DN54_c0_g1_i3 0 12.004 14.190 -7,07 5,60X10-8 -6,53 3,34X10-08 
Iron-sulfur cluster carrier protein 
ATP binding; F:ATPase activity 
ArsI-Ppt12 (arsB) 13.541 505.326 1.638.314 -5,34 1,90X10-60 -6,28 1,74X10-181 Arsenical pump membrane prot. 
TRINITY_DN28_c3_g2_i1 8.780 272.670 1.022.186 -5,096 2,02X10
-42 -6,262 3,39X10-151 Heavy metal efflux pump 
TRINITY_DN84_c2_g3_i1 18.440 87.750 645.197 -3,207 4,32X10-5 -5,293 1,76X10-22 
Response to stimulus 
Integral comp. of membrane 
TRINITY_DN54_c1_g5_i1 5.654 55.042 338.116 -3,375 2,87X10-7 -5,208 1,56X10-30 Urea amidohydrolase 
TRINITY_DN94860_c2_g1_i1 28.247 179.908 1.362.332 -3,137 1,90X10-6 -5,191 2,44X10-45 Acetyl-coenzyme A synthetase 
TRINITY_DN3_c6_g5_i1 557.337 4.991.862 27.689.853 -3,320 7,80X10-9 -5,104 1,04X10-28 
Chaperone protein 
protein refolding 
TRINITY_DN28_c3_g1_i1 3.703 40.313 142.841 -3,875 5,93X10-11 -4,910 1,11X10-30 Cation efflux system protein 
TRINITY_GG_171_c3_g1_i1 34.126 270.797 1.528.748 -3,137 1,04X10-35 -4,853 1,28X10-209 P:cellular response to stimulus 
TRINITY_DN25832_c1_g1_i1 98.313 435.728 4.131.821 -2,306 1,33X10-7 -4,788 1,55X10-64 P:RNA processing 
TRINITY_DN46277_c0_g1_i1 204.716 1.172.800 7.902.888 -2,646 6,64X10-5 -4,717 2,97X10-17 
Chaperone protein 
P:protein refolding 
TRINITY_GG_836_c235_g1_i1 78.936 2.666.485 3.066.031 -5,238 1,07X10-66 -4,654 2,64X10-97 Cytochrome C oxidase subunit I 
TRINITY_DN2472_c0_g1_i3 21.830 111.142 852.282 -2,473 5,42X10-6 -4,618 2,43X10-30 tRNA synthetases class I 
TRINITY_DN6_c0_g34_i1 12.547 66.046 462.189 -2,502 2,49X10-5 -4,569 7,38X10-32 VWA domain-containing protein 
TRINITY_DN121_c0_g2_i1 19.599 141.909 742.868 -2,923 2,08X10-5 -4,483 5,38X10-32 P:response to iron(III) ion Redox homeostasis 
TRINITY_DN57_c0_g4_i1 300.734 2.134.663 8.953.626 -2,992 6,63X10-11 -4,326 3,36X10-36 ATP-dependent protease ATPase subunit 
TRINITY_GG_706_c1468_g1_i1 8.878 31.643 258.104 -2,036 7,98X10-5 -4,292 6,81X10-33 Prepilin peptidase [Cell motility] 
ArsI-Ppt12 (arsH) 867.122 5.979.347 12.829.783 -2,954 3,83X10-34 -3,235 3,59X10-104 
NADPH-dependent FMN 
reductase ArsH 
TRINITY_GG_896_c42_g1_i2 53.615 254.271 1.588.036 -2,411 3,74X10-21 -4,252 1,74X10-181 AAA family ATPase 
TRINITY_GG_242_c1274_g1_i1 19.202 132.633 455.113 -3,203 1,82X10-10 -4,174 8,41X10-33 
Heavy-metal-associated 
domain-containing protein 
TRINITY_DN6_c0_g45_i1 599.975 7.017.091 13.861.296 -3,727 8,57X10-38 -3,890 4,19X10-167 Catalase; Oxidation-reduction  
TRINITY_GG_706_c86_g1_i1 30.004 190.574 682.435 -2,820 9,26X10-33 -3,885 5,83X10-159 
Plasmid segregation 
ParM/StbA like-protein 
arsA-I  / Pt1247-S3 19.557 642.098 136.149 -5,103 2,74X10-28 -2,133 1,53X10-5 Arsenical pump-driving ATPase 
… … … … … … … … … 
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3. Listado de transcritos con represión por FeAsS (con 2 y 3,3 % de pulpa) según el 
programa DESeq2 con LFC>22 y padj<0,001. 
 
La tabla completa de los transcritos que muestran represión en presencia de FeAsS con los resultados estadísticos y 
anotación detallada puede consultarse en el siguiente enlace 
https://drive.google.com/a/unal.edu.co/file/d/1ZWAlJlkSHlu1Nx0h6N_SVyGbXv_Ys5D5/view?usp=sharing 
 
Transcript_id TMM_0 TMM_2% TMM_3,3% log2FC (0 vs 2%) padj 
log2FC 
(0 vs 3,3%) padj Anotation 
TRINITY_DN27318_c0_g1_i1 314.843 46.507 21.723 2,588 2,49X10-21 4,516 4,71X10-72 Phosphoketolase activity 
TRINITY_DN225_c0_g1_i1 239.077 46.875 4.882 2,204 9,70X10-21 6,312 1,77X10-70 
Endolytic peptidoglycan 
transglycosylase 
TRINITY_DN26238_c0_g1_i1 728.891 64.187 6.997 3,369 2,49X10-24 7,458 5,25X10-66 
Plasmid maintenance system 
protein 
TRINITY_DN96195_c0_g1_i1 223.969 44.721 7.037 2,167 2,15X10-22 5,700 1,69X10-64 Outer membrane efflux protein 
TRINITY_GG_454_c267_g1_i1 148.197 30.723 4.544 2,120 4,88X10-17 5,685 2,25X10-64 
involved in the assembly of LPS in 
the outer membrane 
TRINITY_DN95279_c0_g1_i1 422.055 68.305 16.372 2,463 2,35X10-28 5,409 8,70X10-64 Phosphoglucomutase 
TRINITY_DN1678_c0_g1_i1 81.475 18.079 2.796 2,010 5,65X10-15 5,538 7,81X10-61 Argininosuccinate lyase 
TRINITY_DN96034_c0_g1_i1 1.021.930 166.278 4.198 2,490 7,18X10-8 8,738 2,42X10-58 P:cell adhesion; C:pilus 
TRINITY_DN97982_c0_g1_i1 438.311 74.558 8.870 2,412 2,19X10-16 6,381 1,52X10-57 
Efflux transmembrane transporter 
activity 
TRINITY_DN110_c0_g2_i1 383.100 67.389 9.525 2,381 9,43X10-14 6,083 1,04X10-53 
Transcription termination factor 
Rho 
TRINITY_DN27592_c0_g1_i1 549.159 95.867 11.428 2,383 1,09X10-12 6,349 1,68X10-53 Probable protein kinase 
TRINITY_DN95313_c0_g1_i1 96.327 18.238 1.682 2,253 1,14X10-15 6,548 3,58X10-53 
Argininosuccinate lyase; 
Dihydroorotase 
TRINITY_DN27859_c0_g1_i1 675.240 106.102 16.220 2,520 9,50X10-19 6,136 3,81X10-53 ATP-dependent Clp protease 
TRINITY_DN26743_c0_g1_i1 932.044 124.072 13.423 2,772 6,39X10-14 6,905 1,25X10-51 OprD outer membrane porin 
TRINITY_DN177_c0_g1_i1 287.085 52.818 13.066 2,283 8,18X10-18 5,196 8,72X10-51 1,4-alpha-D-glucan glucohydrolase 
TRINITY_DN61534_c0_g1_i1 264.753 57.965 8.655 2,050 3,26X10-12 5,683 3,39X10-50 Endopeptidase IV 
TRINITY_DN26931_c0_g1_i1 2.506.327 319.264 52.167 2,831 1,32X10-15 6,370 4,69X10-50 Putative HTH-type transcriptional regulator 
TRINITY_DN26331_c0_g1_i1 145.964 21.148 3.531 2,633 2,26X10-19 6,106 1,27X10-49 N-methyltransferase activity 
TRINITY_DN26477_c0_g1_i1 525.495 97.664 9.390 2,286 1,30X10-15 6,573 4,36X10-48 Ribonuclease 
TRINITY_DN56_c1_g1_i1 395.090 86.537 11.907 2,039 5,61X10-13 5,805 1,94X10-47 Glycosyl hydrolase family 
TRINITY_DN1042_c0_g1_i1 86.337 14.415 2.131 2,430 7,26X10-15 6,088 9,40X10-47 
Polyamine 
aminopropyltransferase 
TRINITY_DN95281_c0_g1_i1 273.162 57.228 7.807 2,107 9,76X10-11 5,879 1,51X10-44 Replication initiator protein 
TRINITY_DN958_c0_g1_i1 105.033 23.273 3.407 2,029 2,55X10-8 5,640 1,56X10-44 Ribonuclease E 
TRINITY_DN810_c0_g1_i1 45.765 8.479 1.434 2,253 7,22X10-10 5,653 2,08X10-43 Putative zinc metalloprotease 




4. Listado de transcritos expresados diferencialmente con LFC>22 y padj<0,001, 
agrupados en subclusters según el perfil de transcripción. 
La tabla completa de los transcritos agrupados en cada subcluster con anotación detallada puede consultarse en el 
siguiente enlace https://drive.google.com/a/unal.edu.co/file/d/1pNiJ-yCUfopN05imAMBLEtFzWiJjcgz-/view?usp=sharing 
Subcluster Transcript_id TMM_0 TMM_2% TMM_3% log2FC Anotation 
1 
Repressed 
Ctrl vs 3,3% 
TRINITY_DN374_c0_g1_i1 
  
176.604 21.761 0 10,849 N-acetylglucosamine diphosphorylase 
TRINITY_DN62818_c0_g1_i1 89.964 6.070 0 10,718 
Cell outer membrane 
 
TRINITY_DN28686_c0_g1_i1 662.084 41.392 0 10,703 
Fimbrial protein 
TRINITY_DN23_c0_g8_i1 101.119 4.670 0 10,245 
Conjugal transfer protein 
TRINITY_DN953_c0_g1_i1 61.452 5.612 0 9,957 
DNA topoisomerase III 
TRINITY_DN5885_c0_g1_i2 24.430 5.150 0 9,802 
Type IV pilus biogenesis factor 
TRINITY_DN23_c0_g1_i1 48.681 4.302 0 9,770 Conjugative transfer ATPase 
TRINITY_DN96034_c0_g1_i1 1.021.930 166.278 4.198 8,738 Cell division cycle protein 48 homolog 
… … … … … … 
2 
Induced 




193.922 35.074.271 2.611.461 -7,678 Single-strand binding protein 
TRINITY_DN38518_c0_g1_i1 3.543 243.462 57.014 -7,416 Hypothetical protein  
TRINITY_DN54_c0_g1_i3 0 12.004 14.190 -7,077 DNA polymerase IV 
TRINITY_DN800_c0_g1_i1 2.200 36.279 8.727 -5,198 Sigma-70 RNA polymerase sigma factor 
arsA Pt1247-S3 19.557 3.068.130 136.149 -5,103 Arsenical pump-driving ATPase 
TRINITY_DN104_c0_g8_i1 9.012 251.133 82.493 -4,918 Type IV conjugative transfer 
TRINITY_DN193_c0_g1_i1 3.123 21.959 30.474 -4,535 Helix-turn-helix XRE-family like 
ArsI-Ppt12 
 867.122 5.979.347 12.829.783 -2,954 NADPH-dependent FMN reductase ArsH 
… … … … … … 
3 
Induced 








 505.326 1.638.314 -6,285 Arsenical pump membrane protein ArsB 
TRINITY_DN28_c3_g2_i1 8.780 272.670 1.022.186 -6,262 Cation efflux system protein 
TRINITY_DN0_c0_g2_i1 818.854 2.775.883 66.358.527 -5,653 Hypothetical protein  
TRINITY_DN354_c0_g1_i1 0 0 14.681 -5,388 Outer membrane lipoprotein 
TRINITY_DN84_c2_g3_i1 18.440 87.750 645.197 -5,293 Efflux pump protein – MFS Family 




Ctrl vs 2% 
TRINITY_DN37426_c0_g1_i1 
 118.532 5.855 0 8,451 
Hypothetical transmebrane protein 
 
TRINITY_DN143_c3_g2_i1 483.090 0 0 5,310 
MFS transporter 
 
TRINITY_DN77200_c0_g1_i1 122.828 0 0 4,772 
Bacterioferritin 
 
… … … … … … 
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5. Matriz de expresión normalizada de los genes del operón ars obtenida mediante 
alineamientos con RSEM. 
   TMM normalized expression 
Operón gen 
FeAsS 0% FeAsS 2% FeAsS 3,33% 
Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 Rep1 Rep2 Rep3 Rep4 
arsI-S3 
arsR1_S3 121495677 106994667 138789027 26179190 42591772 31575916 43100105 39212613 1843535 2705591 4611315 1995899 
arsC_S3 12932121 79026229 50172782 82391392 80280236 71923750 76957164 68509725 5423365 9214220 8501120 6073626 
arsD1_S3 217346843 88652337 36789738 58534228 67215711 75326781 82091559 79491990 4396884 6990420 7528534 6800833 
arsA1_S3 30121102 47918451 36744624 39298261 39013214 39941717 42344389 38386218 4423425 5985726 5364200 4806766 
CBS1_S3 24864355 9514510 0 13190058 7159384 5781539 6827992 7056921 469631 755071 1287264 1094811 
arsII-S3 
arsR2_S3 77154490 217143809 288034782 959963948 377163640 296645039 151342995 219759232 284440029 390466385 381820808 304278789 
arsD2_S3 16748780 12610345 45165473 44745723 68171599 55263108 55959603 57052083 60879521 57966262 67861724 56911951 
arsA2_S3 0 10086942 28097770 53612892 63215430 47047379 34352350 36392351 89007966 100340321 112410122 91499287 
CBS2_S3 0 15358977 23752150 27776089 25343296 24131850 14662395 24722989 88229163 102238647 113796102 103897605 
arsB_S3 3513297 11134037 12486320 54176746 52846340 61342038 31272466 58199565 96856668 121829386 127499393 111395991 
arsI-Ppt12 
arsC1_Ppt12 6948115 5431141 21808111 23741477 71958607 63543976 41075457 61798188 83920021 107106582 99818750 84954172 
arsR1_Ppt12 0 0 37975227 81522632 126986538 149503234 194592087 156268592 119344184 150990057 128298844 147482369 
arsB1_Ppt12 3956329 0 9366048 8278348 14206000 13448427 11252362 17447090 38170381 41859037 43979329 43897031 
arsH_Ppt12 32406687 10151013 12725564 10213597 32299929 34411518 33873979 41095888 39416254 49350786 45210439 50510748 
arsII-Ppt12 
arsB2_Ppt12 30373919 45070616 17981901 13899084 5688546 6543481 8130024 5771226 286047 583324 477454 312216 
arsR2_Ppt12 129023172 143196358 73927175 40422849 12824717 18123760 21691679 14699298 488486 1432679 1163895 1260722 














6. Estimación relativa del perfil de abundancia para cada especie durante la 
adaptación a incrementos de FeAsS. a) Matriz de expresión normalizada de los 
genes hipotéticamente expresados de forma constitutiva. b) Suma de reads 
cuantificados para cada cepa durante las tres condiciones.  
Los valores resaltados en color azul corresponden a la cepa Acidithiobacillus sp. IBUN Pt1247-S3. 
 











a. Deseq2 normalized expression 














8045763 2447467 6614646 882358 7611743 407222 
14186220 2276928 5631054 232611 2141858 208567 
23S 6904575 726249 8473630 569311 6773808 414538 
7941809 777918 9085656 554783 7219272 475680 
tmRNA 429337 137417 1985521 242298 2300469 224238 
245044 27576 94282 11880 15074 1133 
Branched-chain AA 
aminotransferase 
280 163 1655 464 3883 322 
201 76 126 56 30 12 
Ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase/oxygenase 
5456 5425 9601 6037 16160 2107 
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7. Transcritos anotados con alguna función relacionada con resistencia a arsénico 
que mostraron expresión diferencial y están incluidos en el modelo de mecanismos 


















Operón / gen Anotación FeAsS 0% FeAsS 2% FeAsS 3,33% 








pb       mean std mean std mean std 
arsI 3682 A. ferrivorans 59 74.0 2626 483 60914 13665 23963 1560 
arsII 4353 A. ferrivorans 69 76.0 3883 2544 173265 51064 777098 70652 
arsIII 3016 A. ferrianus 99 99.8 4747 2114 109258 23877 528811 32399 
arsIV 2206 A. ferrianus 96 69.0 2149 240 10713 1667 3209 261 
pst 2374 A. ferrianus 100 99.73 87537 35043 309666 63510 1032506 50610 
ppk 2340 A. ferrianus 100 99.62 5223 1.486 20803 2333 43504 1901 




8. Términos GO de los transcritos con enriquecimiento expresados diferencialmente. 
Se muestran los valores de expresión promedio en cada condición, la anotación 
funcional y la cepa tipo más cercana con porcentaje de similitud.  
 
La tabla completa de los transcritos agrupados por términos GO con enriquecimiento, incluyendo valores de expresión, 








Control 2% 3,33% 










100 2843 19348 13303 
TRINITY_DN7391_c0_g1_i1 ArsA 
A. caldus CP005986 
80,21 19667 324097 74285 
TRINITY_DN94911_c0_g2_i1 ArsBII 67,85 30422 40966 273984 
TRINITY_DN95838_c0_g1_i1 ArsCIV 83,75 31075 112430 15754 
TRINITY_DN7517_c0_g1_i1 ArsD 
A. ferrivorans NC_015942 
59,6 137565 3068130 495851 
TRINITY_DN94911_c0_g4_i1 ArsDII 66,33 6180 4616 15740 
TRINITY_DN106_c1_g1_i1 ArsBIV 80,5 14623 96271 6767 
GO:0043419  Urea catabolic process 




NZ_WNJL01000034 99,21 33891 174093 427510 
TRINITY_DN57_c0_g1_i1 Urease subunit 
gamma/beta 
NZ_WNJL01000035 
99,83 118275 913547 841186 
TRINITY_DN57_c0_g1_i1 Urease subunit alpha 1 99,83 118275 913547 841186 
TRINITY_DN426_c0_g1_i1 Allophanate hydrolase 
Ppt12 
99,79 3075 16945 29918 
TRINITY_DN12_c6_g1_i1 Urea carboxylase 99,95 4843 50314 36175 
TRINITY_DN357_c0_g1_i1 Urea carboxylase 99,93 8816 33378 43767 
TRINITY_DN6_c0_g6_i1 Allophanate hydrolase A. sulfuriphilus NZ_RIZI01000193 66,22 10930 85399 31367 
GO:0044728  DNA methylation or demethylation 
TRINITY_DN949_c0_g1_i1 
Modification methylase 
DpnIIA A. ferrianus 
NZ_WNJL01000037 
 99,83 




A. ferridurans NZ_AP018795 
100 14585 3381 0 
TRINITY_DN202_c0_g2_i1 
SAM-dependent DNA 




67,62 149778 10637 3054 
TRINITY_DN9541_c0_g1_i1 
Putative DNA 
methyltransferase YeeA A. caldus 
CP005986 74,58 62997 7543 0 
… … … … … … … … 
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Anexo P: Artículo publicado que compila los 
capítulos 2 y 3 
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